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I KIRJALLINEN OSA 
 
 
1 JOHDANTO 
 
Suun kautta annostelu on edelleen suosituin annostelureitti kehitettäessä uusia 
lääkevalmisteita pienille molekyyleille. Ennen imeytymistään lääkeaineen pitää 
vapautua valmisteesta ja liueta ruuansulatuskanavan nesteisiin. Lääkeaineen 
biologinen hyötyosuus kuvaa sitä osuutta, joka lääkeannoksesta pääsee systeemiseen 
verenkiertoon. Suun kautta otettaessa hyötyosuus voi laskea esimerkiksi 
epätäydellisen liukenemisen tai imeytymisen sekä ensikierron metabolian takia. 
Lääkevalmisteita voidaan pitää biologisesti samanarvoisina, jos niiden ottamisen 
jälkeen plasman lääkeainepitoisuudet ovat riittävän lähellä toisiaan. Perinteisesti 
biologinen samanarvoisuus on tutkittu kliinisillä kokeilla. Vuonna 2000 FDA julkaisi 
kuitenkin ensimmäisen BCS biowaiver-ohjeistuksen, jonka mukaan tietyissä 
tilanteissa kliiniset tutkimukset voidaan korvata in vitro-kokeilla.   
 
Biofarmaseuttinen luokittelujärjestelmä (BCS) jakaa lääkeaineet niiden liukoisuuden 
ja ohutsuolen solukalvon läpäisevyyden perusteella neljään luokkaan (Amidon ym. 
1995). Kun luokitteluun yhdistetään vielä lääkeaineen vapautumisnopeus 
valmisteesta, se huomioi kolme tärkeintä imeytymiseen vaikuttavaa tekijää. 
Luokittelun tarkoituksena on ennustaa lääkevalmisteen in vivo –käyttäytymistä in 
vitro –kokeiden avulla. Sen avulla voidaan päätellä myös lääkeaineen imeytymistä 
rajoittava tekijä. BCS-luokitusta voidaan käyttää hyväksi esimerkiksi uusien 
rinnakkaisvalmisteiden saamisessa markkinoille. Eri viranomaiset hyväksyvät BCS-
luokan I lääkeaineet biowaiver-kandidaateiksi (FDA 2000, EMEA 2010, WHO 
2006). Lisäksi WHO ja EMEA hyväksyvät myös luokan III lääkeaineet tietyin 
ehdoin.  
 
Biowaiver-hakemuksia on tehty yllättävän vähän, mikä tutkijoiden mukaan johtuu 
pääasiassa siitä, että lääkeaineen imeytyneen, eli solukalvon läpäisevän osuuden 
määritys on työlästä ja vaikeaa. Ratkaisuna tähän Wu ja Benet kehittivät BCS-
luokittelua edelleen ja julkaisivat BDDCS-mallin (Biopharmaceutics Drug 
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Distribution Classification System) (Wu ja Benet 2005). Uuden luokittelun 
kehittämiseen johti huomio, että BCS-luokan I ja II lääkeaineet eliminoituvat 
pääasiassa metaboloitumalla, kun taas luokan III ja IV lääkeaineet erittyvät 
muuttumattomana joko sappeen tai munuaisten kautta virtsaan. Luokituksessa 
kulkeutuminen solukalvon läpi on siis korvattu helpommin määritettävällä 
lääkeaineen eliminaatioreitillä ja luokitusta voidaan tutkijoiden mukaan käyttää 
korvaamaan tai ainakin täydentämään vanhaa BCS-luokitusta.  
 
Tämä työ koostuu kahdesta osasta. Kirjallisessa osiossa käsitellään ja vertaillaan sekä 
BCS- että BDDCS-luokittelujärjestelmiä. BCS-luokituksen tarkastelussa keskitytään 
luokan III lääkeaineisiin. Kirjallinen osio alkaa kuitenkin lääkeaineen imeytymisestä 
ja siihen vaikuttavista tekijöistä, koska imeytyminen on BCS-luokittelussa 
olennaisessa asemassa ja toisaalta BDDCS-mallissa sitä pyritään korvaamaan 
eliminaatioreitillä. Kokeellisessa osassa on arvioitu luokan III lääkeaineen, 
hydroklooritiatsidisin, soveltuvuus BCS-biowaiver kandidaatiksi.  
 
 
2 SUUN KAUTTA OTETUN LÄÄKEAINEEN IMEYTYMINEN  
 
Suun kautta annostelu on suosituin annostelureitti kehitettäessä uusia 
lääkevalmisteita pienille molekyyleille. Suun kautta annostelu on usein halvinta ja 
potilaalle miellyttävintä. Potilaan hoitomyöntyvyys on myös yleensä hyvä verrattuna 
muihin antotapoihin ja lääkkeen ottaminen on helppoa ja toistettavaa. Annostelun 
jälkeen valmisteessa olevan lääkeaineen pääsy systeemiseen verenkiertoon ja 
vaikutuspaikkaansa riippuu kuitenkin monista erilaisista fysiologisista, 
fysikokemiallisista, farmakokineettisista ja biofarmaseuttisista tekijöistä.   
 
Suun kautta otettavan lääkeaineen biologista hyväksikäytettävyyttä voidaan kuvata 
plasman pitoisuusprofiilin avulla ja se kertoo systeemiseen verenkiertoon päässeen 
lääkeaineen määrästä ja nopeudesta. Imeytymisen nopeuteen ja imeytyneen 
lääkeaineen määrään taas vaikuttaa olennaisesti lääkeaineen vapautuminen ja 
liukeneminen valmisteesta sekä liuenneen lääkeaineen kulkeutuminen suolen 
seinämän läpi. Huono biologinen hyväksikäytettävyys on toksisuuden ja huonon 
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terapeuttisen tehon rinnalla yksi yleisimmistä syistä, minkä takia uudet 
lääkevalmisteet eivät pääse markkinoille, vaan ne voidaan hylätä vielä aivan 
lääkekehityksen loppuvaiheessa (Golovenko ja Borisyuk 2008). Farmakologisesti 
tehokas lääkeaine voi olla tehoton, jos sen pitoisuus vaikutuspaikassa ei ole riittävä. 
 
Imeytyäkseen lääkeaineen pitää vapautua valmisteesta ja liueta ruuansulatuskanavan 
nesteisiin. Ennen imeytymistään osa lääkeaineesta voi hajota ruuansulatuskanavassa. 
Esimerkiksi pH-olosuhteiden muutokset voivat aikaansaada yhdisteen hydrolyysiä. 
Peptidit ovat esimerkki lääkeaineesta, jotka hajoavat ruuansulatuskanavassa, joten 
niitä ei voi annostella suun kautta. Ennen imeytymistään lääkeaine voi myös 
metaboloitua ruuansulatuskanavassa (kuva 1). Lisäksi aktiiviset kuljetinproteiinit 
voivat vähentää imeytymistä pumppaamalla lääkeainetta solusta takaisin suoleen. 
 
Läpäistyään suolen seinämän lääkeaine kulkeutuu porttilaskimon kautta maksaan. 
Maksassa osa imeytyneestä lääkeainemäärästä voi metaboloitua ensikierron 
metabolian takia ennen systeemiseen verenkiertoon pääsyä (kuva 1). Lopulta 
lääkeaine kulkeutuu systeemisen verenkierron avulla vaikutuspaikkaansa. Lääkeaine 
ja sen metaboliitit erittyvät elimistöstä pääasiassa virtsan ja ulosteen mukana. 
 
 
 
Kuva 1. Suun kautta otettavan kulkeutuminen ruuansulatuskanavasta 
systeemiverenkiertoon. Epätäydellinen imeytyminen voi johtua esimerkiksi 
lääkeaineen metaboliasta suolessa tai maksassa (Muokattu: Chan ja Stewart 1996). 
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2.1 Ohutsuoli imeytymisen esteenä 
 
Ruuansulatuskanavan epiteeli muodostaa esteen lääkeaineen imeytymiselle. 
Ruuansulatuskanavan tehtävänä on huolehtia ravintoaineiden muokkauksesta ja 
imeytymisestä elimistön tarpeita vastaavasti (Lennernäs 2007). Samanaikaisesti se 
suojelee elimistöä haitallisilta aineilta ja voi vähentää myös suun kautta otettavien 
lääkeaineiden imeytymistä ja biologista hyväksikäytettävyyttä.  
 
Ohutsuoli on 2-6 metriä pitkä ja se jaetaan pohjukaissuoleen (duodenum), 
tyhjäsuoleen (jejunum) ja sykkyräsuoleen (ileum). Pohjukaissuoli käsittää koko 
ohutsuolen pituudesta 5 %, tyhjäsuoli 50 % ja sykkyräsuoli 45 % (Balimane ym. 
2000). Noin 90 % kaikesta imeytymisestä tapahtuu ohutsuolen alueella. Ohutsuoli on 
voimakkaasti poimuttunut, mikä lisää imeytymispinta-alaa moninkertaisesti. Suolen 
epiteeli koostuu erilaisista soluista, joista yleisimpiä ovat enterosyytit. Epiteelissä on 
myös esimerkiksi limaa tuottavia soluja ja glykoproteiineja (Avdeef 2001). Epiteelin 
päällä on sekoittumatton vesikerros, jonka pH on hapan, noin 5,2 - 6,2. Tiiviit 
liitokset enterosyyttien välillä erottavat apikaalisen ja basolateraalisen solukalvon, 
jotka ovat polarisoituneet. Solukalvoilla on siis erilaiset ominaisuudet ja niillä 
ilmentyy eri kuljetinproteiineja. 
 
Lääkeaineen liukoisuus ruuansulatuskanavassa riippuu monista tekijöistä. 
Esimerkiksi kanavan nestetilavuudet, pH sekä suoliston motiliteetti vaikuttavat 
siihen, miten lääkeaine pääsee liukenemaan ja edelleen kulkeutumaan solukalvon 
läpi. Lääkeaineet ovat usein heikkoja happoja tai emäksiä, jolloin niiden liukoisuus 
muuttuu pH:n muuttuessa.  
 
Paastotessa mahan pH on hapan (pH 1,4-2,1) (Avdeef 2001). Ruokailun yhteydessä 
mahan pH voi nousta nopeasti jopa arvoon 7 ja kestää noin kolme tuntia ennen kuin 
paastotilan pH palautuu. Pohjukaissuolessa pH on noin 4,6 ja ohutsuolen loppua 
kohti mentäessä pH nousee edelleen arvoon 6-8 saakka. Paksusuolessa pH laskee ja 
on noin 5.  
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Paastotessa mahan nestetilavuus on pieni ja sen on todettu vaihtelevan välillä 13-72 
millilitraa (Schiller ym 2005). Ruokailun yhteydessä nestetilavuus kasvaa 
keskimäärin noin 700 millilitraan. Ohutsuolen nestetilavuus paaston aikana vaihtelee 
paljon yksilöiden välillä ja sen on raportoitu olevan 45-320 millilitraa. Neste ei ole 
jakautunut ohutsuoleen tasaisesti vaan se sijaitsee usein erillisissä nestetaskuissa.  
Paastotilanteessa ruuansulatuskanavan motiliteetti on vähäisempää kuin ruokailun 
jälkeen ja voi olla pitkiäkin aikoja, jolloin mahassa ei ole mitään sekoittavaa liikettä 
tai motorista aktiivisuutta (Dressman ym. 1998). Noin kahden tunnin välein mahassa 
olevat partikkelit kuitenkin pääsevät ohutsuoleen tyhjennysaallon ansiosta.  
 
Nesteiden ja kiinteiden partikkelien kulkeutumisessa mahasta ohutsuoleen esiintyy 
suurta variaatiota. Mahan tyhjenemisnopeus voi vaihdella muutamasta minuutista 
jopa 12 tuntiin ja siihen vaikuttaa valmistemuodon lisäksi se, otetaanko lääke 
paastotilanteessa vai ruokailun yhteydessä. Nesteet pääsevät nopeammin ja 
säännöllisemmin ohutsuoleen. Partikkelit, joiden koko on yli 1 mm pääsevät 
ohutsuoleen vain tyhjennysaallon mukana, joten valmisteen hajoaminen ja 
lääkeaineen liukeneminen jo mahassa nopeuttaa valmisteen kulkeutumista 
huomattavasti (Davis ym. 1986). Ohutsuolessa sekä nestemäisen että kiinteän 
lääkeaineen oletetaan kulkeutuvan samalla nopeudella ja keskimääräinen suolessa 
kulkeutumisaika on noin kolme tuntia.  
 
2.2 Lääkeaineen kulkeutuminen suolen seinämän läpi 
 
Suuri osa lääkeaineista imeytyy pääasiassa ohutsuolen alkuosassa pohjukaissuolessa 
ja sykkyräsuolessa. Imeytyäkseen lääkeaineen pitää vapautua valmisteesta, liueta 
suolen sisältämään nesteeseen sekä kulkeutua suolen epiteelin läpi. Sekä 
liukoisuuteen että kalvojen läpäisykykyyn vaikuttavat molekyylin useat eri 
ominaisuudet, ruuansulatuskanavan fysiologiset tekijät sekä aktiivinen 
kulkeutuminen (taulukko 1). Lääkeaine voi kulkeutua ohutsuolen seinämän läpi 
usealla eri tavalla. Yleisin kulkeutumistapa on passiivinen diffuusio solukalvon läpi 
transsellulaarisesti (kuva 2). Lääkeaine voi kulkeutua passiivisesti myös tiiviiden 
liitosten kautta parasellulaarisesti. Aktiiviset kuljetinproteiinit voivat kuljettaa 
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lääkeaineita myös pitoisuusgradientin vastaisesti joko soluun päin (influksi) tai 
solusta ulos (efluksi).  
 
Taulukko 1. Yhteenveto tärkeimmistä imeytymiseen vaikuttavista tekijöistä 
(Muokattu: Siissalo 2009). 
Tekijä Parametri Vaikutus 
Molekyylin 
ominaisuudet 
 
Molekyylin koko 
 
 
 
 
Ionisoitumisaste  
 
 
 
Rasvaliukoisuus 
 
 
 
Polaarisuus 
 
 
 
Liukoisuus 
 
 
 
 
Mw 
(molekyylipaino) 
 
 
 
pKa 
(dissosiaatiovakio, 
happovakio) 
 
logP, logD 
 
 
 
PSA (polaarinen 
pinta-ala) 
 
 
Cs (saturoitunut 
pitoisuus, riippuu 
hapoilla ja emäksillä 
pH:sta) 
 
 
 
Pienet molekyylit kulkeutuvat 
nopeammin solukalvon läpi, 
parasellulaarireitti pienille 
vesiliukoisille yhdisteille 
 
Ionisoituminen lisää liukoisuutta mutta 
vähentää passiivista transsellulaarista 
kulkeutumista 
 
Rasvaliukoisuus parantaa passiivista 
kalvojen läpäisyä, mutta yleensä 
samalla pienentää liukoisuutta 
 
Polaarisuus vähentää kulkeutumista 
solukalvojen läpi, mutta parantaa 
vesiliukoisuutta 
 
Huono liukoisuus hidastaa 
imeytymisnopeutta 
Fysiologiset tekijät 
 
Suoliston 
motiliteetti 
 
Sekoittumaton 
vesikerros 
(unstirred water 
layer) 
 
Solukalvojen 
läpäisevyys 
  
 
Muutokset suoliston motiliteetissa 
vaikuttavat lääkeaineen viipymiseen 
imeytymispaikalla 
 
Hidastaa rasvaliukoisten yhdisteiden 
imeytymistä 
 
 
Sairaudet tai esimerkiksi pinta-
aktiiviset aineet voivat lisätä passiivista 
kulkeutumista suolen epiteelin läpi 
Kineettiset 
ominaisuudet 
 
Affiniteetti 
 
 
 
Km (Michaelis 
 
 
 
Suuri affiniteetti (pieni Km) 
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kuljetinproteiineihin 
 
 
 
 
 
Kulkeutumis-
kapasiteetti 
 
 
Suolessa tapahtuva 
metabolia 
Menten vakio) 
 
 
 
 
 
Vmax (aktiivisen 
kulkeutumisen 
maksiminopeus) 
 
 
apikaaliseen influksiproteiiniin tai pieni 
affiniteetti (suuri Km) apikaaliseen 
efluksiproteiiniin parantavat 
imeytymistä 
 
 
Influksi-kuljetinproteiinin suuri 
kapasiteetti tai efluksin pieni 
kapasiteetti parantaa imeytymistä 
 
Maksan ulkopuolella tapahtuva 
ensikierron metabolia vähentää 
hyötyosuutta 
Yhteisvaikutukset  Erilaisia: ruoka, toiset lääkeaineet tai 
yhdisteet voivat lisätä tai vähentää 
imeytymistä vaikuttamalla johonkin 
taulukossa em. tekijään 
 
 
 
Kuva 2. Yhdisteen solukalvon läpäisymekanismit. a) transsellulaarinen passiivinen 
diffuusio, b) aktiivinen kulkeutuminen kuljetinproteiinin avulla, c) soluvälien kautta 
tapahtuva passiivinen diffuusio. Imeytymistä voivat rajoittaa d) esimerkiksi P-
glykoproteiinin aiheuttama efluksi sekä c) yhdisteen metaboloituminen. (Muokattu: 
Balimane ja Chong 2005) 
 
2.2.1 Passiivinen kulkeutuminen 
 
Molekyylit voivat läpäistä suolen seinämän joko passiivisesti diffundoitumalla tai 
aktiivisen kuljetinproteiinin avulla (kuva 2). Nopeasti ja täydellisesti imeytyvät 
lääkeaineet ovat useimmiten rasvaliukoisia ja pääsevät diffundoitumaan helposti 
epiteelisolujen solukalvojen läpi (Artursson ym. 1996). Lääkeaineen tulee kuitenkin 
myös liueta riittävän hyvin ruuansulatuskanavan nesteisiin. Passiivista 
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transsellulaarista kulkeutumista ohjaa pääasiassa solun ulkoisen ja sisäisen nesteen 
pitoisuusero. Mitä suurempi pitoisuusero on, sitä nopeammin lääkeaine kulkeutuu 
solukalvon läpi.   
 
Tärkeitä passiiviseen kulkeutumiseen vaikuttavia tekijöitä ovat yhdisteen koko, 
rasvaliukoisuus ja varaus. Yhdisteen rasvaliukoisuuden tarkastelussa käytetään logD/ 
logP –arvoja.  LogD-arvo kertoo lääkeaineen (sekä ioni- että molekyylimuoto) 
jakautumisen öljy- ja vesifaasin välillä pH:n funktiona. LogP-arvo taas kertoo 
molekyylimuodon jakaantumisen kahden faasin välillä. Lääkeaineen 
ionisoitumiskäyttäytymistä ja sen vaikutusta liukoisuuteen tai kulkeutumiseen 
solukalvon läpi voidaan vastaavasti ennustaa pKa-arvojen avulla.  Ohutsuolen pH 
vaihtelee sen eri osissa. Tämä vaikuttaa ionisoituvien yhdisteiden molekyylimuodon 
osuuteen ja siten yhdisteen liukoisuuteen ja kulkeutumiseen kalvon läpi (Avdeef 
2001). 
 
Hitaasti ja epätäydellisesti imeytyvät lääkeaineet ovat usein vesiliukoisia 
molekyylejä, jotka eivät pitoisuuserosta huolimatta pysty jakautumaan tehokkaasti 
solukalvoon. Pienet vesiliukoiset yhdisteet kulkeutuvatkin tiiviiden liitosten 
sisältämien vesipitoisten huokosten kautta. Parasellulaarinen tila on negatiivisesti 
varautunut minkä vuoksi positiivisesti varautuneet kationit kulkeutuvat solujen 
väleistä neutraaleja yhdisteitä nopeammin ja hitaimmin pääsee kulkeutumaan 
negatiivisesti varautuneet yhdisteet (Linnankoski ym. 2006). Parasellulaarinen 
kalvojen läpäisy on hidasta ja tehotonta pienen pinta-alan ja tiiviiden liitosten vuoksi. 
Lisäksi solujen väleissä olevien huokosten pieni koko rajaa kulkeutumisreitin vain 
pienille molekyyleille, joiden molekyylipaino on alle 250 - 300 (Lennernäs 2007). 
Koska solukalvojen pinta-ala on huomattavasti suurempi (< 1000 x) kuin 
soluvälitilojen pinta-ala, vesiliukoinenkin molekyyli voi läpäistä solukalvon osittain 
transsellulaarisesti (Artursson ym. 1996). Solukalvon suurempi pinta-ala siis 
kompensoi huonoa jakautumista solukalvoon.  
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2.2.2 Aktiivinen kulkeutuminen 
 
Ruuansulatuskanavassa sijaitsevien aktiivisten kuljetinproteiinien ensisijainen 
tehtävä on huolehtia ravintoaineiden imeytymisestä elimistöön. Esimerkiksi 
aminohapot, peptidit ja glukoosi kulkeutuvat solukalvon läpi aktiivisesti (Gan ja 
Thakker 1997). Jos lääkeainemolekyyli muistuttaa rakenteeltaan riittävästi 
kuljetinproteiinin endogeenista substraattia, se voi sitoutua kuljetinproteiinin 
spesifiin sitoutumispaikkaan ja läpäistä solukalvon aktiivisen kuljetuksen avulla. 
Levodopa on esimerkki lääkeaineesta, joka vesiliukoisuutensa takia ei pääse 
solukalvon läpi passiivisesti, vaan kulkeutuu aminohappokuljetinproteiinin 
välityksellä. Usein lääkeaine kuitenkin kulkeutuu sekä passiivisesti että aktiivisesti 
solukalvon läpi.  
 
Kuljetinproteiineja voi sijaita sekä solun apikaalisella että basolateraalisella kalvolla 
ja ne voivat kuljettaa lääkeaineita molempiin suuntiin (kuva 3). Soluun päin 
tapahtuvaa kulkeutumista sanotaan influksiksi ja solusta ulospäin tapahtuvaa 
kulkeutumista efluksiksi. Efluksiproteiinien takia yhdiste ei välttämättä pääse 
lainkaan basolateraalisen solukalvon läpi, vaikka se pystyisikin kulkeutumaan 
apikaalisen kalvon läpi (Chan ym. 2004). Apikaalisella solukalvolla sijaitsevat 
efluksiproteiinit, esimerkiksi P-glykoproteiini (P-gp, MDR1) ja MRP2 (Multidrug 
Resistance Protein), suojelevat elimistöä pumppaamalla substraattinsa takaisin 
suoleen rajoittaen niiden pääsyä solun sisäiseen nesteeseen ja systeemiseen 
verenkiertoon.  
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Kuva 3. Suolen epiteelisolun kuljetinproteiineja. Kuvassa efluksiproteiineja (siniset) 
ovat muun muassa P-glykoproteiini (P-gp), MRP1-5 (Multidrug Resistance Protein), 
BCRP (Breast Cancer Protein). Influksiporteiineja (vihreät) ovat muun muassa PEPT 
1-2 (Peptide Transport Protein), OATP (Organic Anion Transporting Polypeptide) ja 
OCT 1-3 (Organic Cation Transporter). (Muokattu: Shugarts ja Benet 2009) 
 
Kuljetinproteiineja on ruuansulatuskanavan lisäksi muun muassa maksassa, 
munuaisissa ja veri-aivoesteessä. Samaan proteiiniin sitoutuvat ravinto- ja 
lääkeaineet voivat aiheuttaa yhteisvaikutuksia imeytymisvaiheen lisäksi jakautumis- 
ja eliminoitumisvaiheessa. Nämä yhteisvaikutukset ovat kliinisesti merkittäviä, jos 
lääkeaineen eliminaatio tai jakautuminen riippuu pääasiassa kuljetinproteiinin 
vaikutuksesta ja lääkeaineen pitoisuus vaikutuspaikalla jää interaktion takia alle 
terapeuttisen pitoisuuden (Endres ym. 2006). Interaktio voi myös lisätä lääkeaineen 
pitoisuutta plasmassa. Esimerkiksi annosteltaessa P-gp inhibiittori kinidiiniä jatkuvan 
digoksiinihoidon aikana, digoksiinin imeytymisnopeus lisääntyi 30 %, plasman 
huippupitoisuus kasvoi 81 % ja AUC 54 % (Pedersen ym. 1983). Kinidiini lisäsi 
digoksiinin biologista hyötyosuutta estämällä suolessa ja maksassa sijaitsevaa P-
glykoproteiinia. Suolen apikaalipuolella sijaitsevat influksiproteiinit vastaavasti 
parantavat substraattiensa imeytymistä. Suolen apikaalipuolella sijaitsevan 
oligopeptiditransportterin (PEPT) on todettu kuljettavan solukalvon läpi muun 
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muassa β-laktaamiantibiootteja sekä ACE-estäjiä, joten yhteisvaikutukset näiden 
lääkeaineiden välillä ovat mahdollisia (Li ym. 2006). 
 
Toisin kuin passiivinen diffuusio, aktiivinen kuljetus voi saturoitua 
lääkeainepitoisuuden kasvaessa. Aktiivinen kulkeutuminen perustuu Michaelis-
Menten saturoituvaan kinetiikkaan sekä pitoisuudesta riippuvaiseen passiiviseen 
kulkeutumiseen yhtälön 1 ja kuvan 4 mukaisesti. Kuljetinproteiinien lisäksi myös 
metaboliantsyymit voivat saturoitua. Saturoituminen johtaa epälineaariseen 
kinetiikkaan ja voi aiheuttaa variaatiota lääkeaineen farmakokinetiikassa ja tehossa.  
 
V = Vmax x C / (Km + C)   yhtälö 1 
 
Yhtälössä 1 V kuvaa lääkeaineen kulkeutumisnopeutta kalvon läpi. Km -arvo on 
Michaelis-Menten –vakio ja se kuvaa lääkeainepitoisuutta, jolla substraatin 
kulkeutumisnopeus on puolet maksimista (Vmax ). Kun Km -arvo on pieni, substraatti 
kiinnittyy voimakkaasti kuljetinproteiiniin pienilläkin pitoisuuksilla. Vmax kuvaa 
kulkeutumisen huippunopeutta tilanteessa, jossa kaikki kuljetinproteiinit on täynnä ja 
aktiivinen kulkeutuminen saturoituu. Samanaikaisesti lääkeainetta kulkeutuu myös 
passiivisesti kalvon läpi.  
 
V
½ Vmax 
Vmax 
 
Km 
Aktiivinen 
kulkeutuminen 
Passiivinen 
diffuusio
 C
Kuva 4. Michaelis-Menten kinetiikka 
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2.3 Biologinen hyväksikäytettävyys ja samanarvoisuus 
 
Annosteltaessa suonensisäisesti (i.v), lääkeaineen hyötyosuus on 100 %. Suun kautta 
annosteltaessa biologinen hyväksikäytettävyys lähes poikkeuksetta pienenee 
epätäydellisen imeytymisen ja ensikierron metabolian takia. Absoluuttinen 
hyväksikäytettävyys määritetään suonensisäisen ja suun kautta otettavan 
lääkeaineannoksen AUC-arvojen (Area Under the Curve) suhteesta. Suhteellinen 
hyväksikäytettävyys taas saadaan vertaamalla eri valmisteiden AUC-arvoja. 
Lääkevalmisteita voidaan pitää biologisesti samanarvoisina, kun testi- ja 
referenssivalmisteen plasmapitoisuusprofiilit ovat riittävän lähellä toisiaan. 
Imeytymisen määrää ja nopeutta kuvataan farmakokineettisten parametrien avulla. 
AUC kuvaa plasman pitoisuusprofiilin pinta-alaa, Cmax kertoo suurimman 
plasmapitoisuuden ja tmax tämän ajankohdan. Kahden valmisteen biologisen 
samanarvoisuuden vertailussa tärkeimmät parametrit ovat AUC ja Cmax. Biologisesti 
samanarvoisilla valmisteilla kyseisten arvojen suhteiden 90 %:n luottamusvälin tulee 
mahtua kokonaan vaihteluvälille 0,8 - 1,25.  
 
 
3 BIOFARMASEUTTINEN LUOKITTELUJÄRJESTELMÄ, BCS 
 
Vuonna 1995 Amidon ym. kehittivät biofarmaseuttisen luokittelujärjestelmän suun 
kautta otettaville nopeasti lääkeaineen vapauttaville valmisteille (Biopharmaceutical 
Classification system, BCS) (Amidon ym. 1995). Luokittelun tarkoituksena on 
ennustaa lääkevalmisteen in vivo –käyttäytymistä in vitro –kokeiden avulla. Sen 
avulla voidaan päätellä myös lääkeaineen imeytymistä rajoittava tekijä.  Suun kautta 
annosteltaessa lääkeaineen vesiliukoisuus, kulkeutuminen ruuansulatuskanavan 
solukalvon läpi (permeaatio) sekä vapautuminen valmisteesta (dissoluutio) ovat 
tärkeimmät tekijät, jotka vaikuttavat imeytymisen nopeuteen ja määrään. BCS-
järjestelmässä lääkeaineet jaetaan neljään luokkaan juuri liukoisuuden ja ohutsuolen 
epiteelin läpäisevyyden perusteella (kuva 5). Luokan I lääkeaineilla on hyvä 
liukoisuus ja ne kulkeutuvat solukalvon läpi hyvin. Luokan II lääkeaineilla 
liukoisuus on huono ja kalvon läpäisevyys hyvä. Luokan III lääkeaineet liukenevat 
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hyvin mutta kulkeutuvat ohutsuolen solukalvon läpi huonosti. Luokalla IV sekä 
liukoisuus että kulkeutuminen solukalvon läpi ovat huonoja.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 5. Lääkeaineiden ryhmittely BCS-luokituksen mukaisesti  
Luokka 1 
Hyvä liukoisuus 
Hyvä kulkeutuminen 
solukalvon läpi 
 
Luokka 2 
Huono liukoisuus 
Hyvä kulkeutuminen 
solukalvon läpi 
 
Luokka 3  
Hyvä liukoisuus 
Huono kulkeutuminen 
solukalvon läpi 
 
Luokka 4  
Huono liukoisuus 
Huono kulkeutuminen 
solukalvon läpi 
 
 
3.1 Luokitteluvaatimukset 
 
Eri viranomaisten BCS-luokittelun vaatimuksissa on pieniä eroja, jotka on esitetty 
taulukossa 2. Taulukkoon on koottu FDA:n, WHO:n sekä EMEA:n tämänhetkiset 
vaatimukset.  
 
Taulukko 2. Eri viranomaisten vaatimukset lääkeaineiden BCS-luokituksessa. 
  
FDA (2000) 
 
WHO (2006) 
 
EMEA (2010) 
 
hyvä liukoisuus, 
kun suurin annos 
liukenee 
≤ 250 ml   
pH-alueella 1-7,5 
≤ 250 ml  
pH-alueella 1,2-6,8 
≤ 250 ml  
pH-alueella 1,2-6,8 
hyvä 
kulkeutuminen 
solukalvon läpi 
≥ 90 % annoksesta 
imeytyy 
≥ 85 % annoksesta 
imeytyy 
≥ 85 % annoksesta 
imeytyy 
nopea 
vapautuminen 
valmisteesta 
(pH 1,2-6,8) 
≥ 85 % liukenee 30 
minuutissa 
≥ 85 % liukenee 30 
minuutissa 
 - 
erittäin nopea 
vapautuminen 
valmisteesta 
(pH1,2-6,8) 
- ≥ 85 % liukenee 15 
minuutissa 
≥ 85 % liukenee 15 
minuutissa 
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3.1.1 Liukoisuus 
 
FDA:n mukaan lääkeaineen liukoisuus on hyvä, kun korkein suun kautta otettava 
annosvahvuus liukenee 250 millilitraan vettä pH-alueella 1 - 7,5 (FDA 2000). 
Nestetilavuus 250 millilitraa kuvastaa tavallista biologisen samanarvoisuuden 
tutkimistilannetta, jossa tabletti otetaan paaston jälkeen lasillisen vettä kanssa.  
 
WHO ja EMEA ovat kaventaneet liukoisuuden määritettäväksi pH-alueeksi 1,2 - 6,8 
koska tämä vastaa paremmin fysiologista pH:ta ruuansulatuskanavassa (WHO 2006, 
EMEA 2010). Paastotessa ruuansulatuskanavan pH mahassa on 1,4 - 2,1. Ohutsuolen 
alkuosassa pH vaihtelee välillä 4,5 - 6,6 ja vasta aivan ohutsuolen loppuosassa pH 
nousee yli arvon 6,8 (Yu ym. 2002). Suun kautta otettaessa lääkkeellä kestää 
keskimäärin 85 minuuttia päästä ohutsuolen loppuosaan (Yu ym. 1996).  Jos 
lääkeaine vapautuu valmisteesta nopeasti (15 - 30 minuutissa), se on ehtinyt jo liueta 
ja osittain imeytyä ennen suolen loppuosaan pääsyä, joten liukoisuuden ei tarvitse 
enää olla hyvä pH:ssa 7,4.  
 
Lääkeaineen liukoisuuden määritys on melko helppoa ja se tehdään tavallisesti 
perinteisellä ravistelumenetelmällä (shake flask). Liukoisuus määritetään vähintään 
kolmessa pH:ssa vaaditulla pH-alueella. Liukoisuuden määrityksessä tulee käyttää 
standardoituja liuoksia (esim. USP 2005), jolloin liuosten ionivahvuudet ja 
puskurikapasiteetit ovat keskenään samankaltaiset ja niiden vaikutus liukoisuuteen 
voidaan poissulkea. 
 
3.1.2 Kulkeutuminen solukalvon läpi 
 
Lääkeaine voidaan luokitella FDA:n (2000) mukaan luokan I tai II lääkeaineeksi, jos 
suun kautta otetusta annoksesta imeytyy vähintään 90 %. Kuitenkin moni lääkeaine, 
jonka kokeellisesti määritetty imeytynyt osuus on alle 90 %, imeytyy todellisuudessa 
hyvin tai kokonaan (Yu ym. 2002).  WHO (2006) ja EMEA (2010) ovatkin 
määritelleet lääkeaineen hyvin solukalvon läpäiseväksi, jos vähintään 85 % 
annoksesta imeytyy. Imeytymisellä tarkoitetaan solukalvon läpi kulkeutunutta 
osuutta, ei systeemiseen verenkiertoon päässyttä lääkeainemäärää. Liukoisuuden 
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tutkimisesta poiketen lääkeaineen solukalvon läpäisevyyden määritys onkin työlästä 
ja epävarmaa. 
 
Annetun lääkeannoksen imeytynyt osuus voidaan määrittää kliinisesti absoluuttisen 
hyötyosuuden tai in vivo massatasapainotutkimuksen avulla (FDA 2000, WHO 2006, 
EMEA 2010). FDA hyväksyy lisäksi in vivo perfuusiotutkimukset ihmisillä, in vivo 
tai in situ perfuusiotutkimukset, joissa käytetään soveltuvaa eläinmallia, in vitro 
kulkeutumistutkimukset ihmisen tai eläimen suoliston kudosleikkeillä sekä in vitro 
kulkeutumiskokeet solukerroksen läpi (FDA 2000). FDA:n tavoin myös WHO 
hyväksyy in vivo perfuusiotutkimukset ihmisillä luokituksen määrittämiseen (WHO 
2006). Muiden edellä mainittujen menetelmien avulla saatuja tietoja voi käyttää vain 
tukemaan kliinisesti saatuja tietoja yhdisteen imeytymisen laajuudesta. In vivo ja in 
situ –eläinmalleja sekä in vitro solumalleja pidetään sopivina vain passiivisesti 
kulkeutuville yhdisteille. Tämä johtuu siitä, että kuljetinproteiinit voivat vaikuttaa 
merkittävästi lääkeaineen imeytymiseen ja solumalleissa niiden ilmentyminen ei 
välttämättä vastaa elimistön todellista tilannetta. Esimerkiksi solumalleilla tehtävillä 
kokeilla saadaan tietoa lääkeaineen kulkeutumisnopeudesta solukalvon läpi, mitä 
verrataan useiden tunnettujen referenssiyhdisteiden kulkeutumisnopeuteen. Yksi 
perinteisesti käytetyistä vertailuyhdisteistä on metoprololi, jonka imeytynyt osuus on 
yli 90 %. Jos tutkittava yhdiste kulkeutuu solukalvon läpi vähintään yhtä nopeasti 
kuin metoprololi, sitä voidaan pitää hyvin solukalvot läpäisevänä eli hyvin 
permeoituvana yhdisteenä. Solukalvon hyvän läpäisyn ajatellaan siis tässä 
tapauksessa tarkoittavan nopeaa kulkeutumisnopeutta.  
 
EMEA on uudessa BCS biowaiver -ohjeistuksessaan tarkentanut 
massatasapainotutkimuksen käyttöä imeytyneen osuuden määrittämisessä (EMEA 
2010). Jos imeytyneen osuuden määrittämisessä lasketaan mukaan myös yhdisteen 
metaboliitit, pitää varmistua siitä, että ne muodostuvat vasta solukalvon läpäisyn 
jälkeen (EMEA 2010). Faasi I hapettumis- ja faasi II konjugaatioreaktiot voivat 
tapahtua vasta imeytymisen jälkeen. Näin ollen massatasapainotutkimuksella 
voidaan todeta hyvä kulkeutuminen suolen solukalvon läpi, jos virtsaan erittyvän 
lääkeaineen ja faasi I sekä faasi II kautta muodostuneiden metaboliittien 
kokonaismäärä on yli 85 %. Jos biologinen hyötyosuus on yli vaaditun 
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imeytymisprosentin, lääkeaineen imeytynyt osuus on myös riittävä. Mutta jos 
hyötyosuus jää alle vaaditun, imeytynyt osuus voi olla suurempi kuin luokituksessa 
vaaditaan, jolloin lääkeaine metaboloituu ensikierron metabolian takia maksassa 
ennen pääsyään systeemiverenkiertoon. 
  
3.1.3 Lääkeaineen vapautuminen valmisteesta 
 
FDA:n ja WHO:n mukaan lääkeaineen vapautuminen valmisteesta eli dissoluutio on 
nopeaa, jos vähintään 85 % lääkeaineesta liukenee 30 minuutissa pH-alueella 1,2 - 
6,8 (FDA 2000, WHO 2006). WHO ja EMEA ovat määritelleet lisäksi hyvin nopean 
vapautumisen vaatimuksen, jolloin vähintään 85 % lääkeainesta tulee vapautua ja 
liueta 15 minuutissa (WHO 2006, EMEA 2010). Valmisteen 
vapautumistutkimuksissa käytetään tilanteesta riippuen joko lapa- tai 
korimenetelmää ja liuostilavuutena on yleisimmin 900 millilitraa. Tutkimukset 
tehdään lämpötilassa 37 °C ja liuoksina voidaan käyttää samoja liuoksia kuin 
liukoisuustutkimuksissa. 
 
BCS-luokituksessa lääkeaineen vapautumisnopeuden vertailtavista valmisteista tulee 
olla riittävän samankaltaista. Kun lääkeaine vapautuu ja liukenee erittäin nopeasti 
(≥85 % 15 minuutissa), valmisteiden voidaan olettaa käyttäytyvän elimistössä 
nesteen tavoin ja vapautumisprofiilien vertailua ei tarvitse tehdä. Kun lääkkeen 
vapautuminen on nopeaa (≥85 % 30 minuutissa) vapautumisen samankaltaisuutta 
tarkastellaan f2 –arvon avulla (yhtälö 2).  
 
    
yhtälö 2 
Yhtälössä f2 –arvo on kahden valmisteen samankaltaisuustekijä. R(t) kuvaa 
referenssivalmisteesta keskimääräisesti vapautunutta ja liuennutta 
lääkeaineprosenttia ajanhetkellä t ja T(t) taas kuvaa samaa asiaa testattavalle 
valmisteelle. N on tutkimuksen näytteenoton aikapisteiden lukumäärä. F2-arvon 
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laskeminen edellyttää vähintään kolmea aikapistettä ja niiden tulee olla samat 
molemmille valmisteille. Jokaisessa aikapisteessä tulee olla 12 yksittäistä liuenneen 
osuuden määritystä. Suhteellinen keskihajonta saa olla korkeintaan 20 % 
ensimmäisessä aikapisteessä ja seuraavissa pisteissä sen pitää olla alle 10 %. Kun f2-
arvo on 50 - 100, lääkeaineen vapautuminen kahdesta valmisteesta on samanlaista.  
 
3.2 BCS-biowaiverit 
 
FDA julkaisi vuonna 1995 ensimmäisen BCS-järjestelmää koskevan 
viranomaisohjeituksen (FDA 1995). Tämä koski eräkoon suurentamista ja 
myyntiluvan saamisen jälkeen tehtäviä pieniä formulaatiomuutoksia. Vuonna 2000 
FDA hyväksyi BCS-biowaivereiden hyödyntämisen biologisen samanarvoisuuden 
osoittamisessa (FDA 2000). Lääkeaineen soveltuessa BCS-biowaiveriksi, kalliit ja 
työläät kliiniset bioekvivalenssikokeet voidaan korvata in vitro –dissoluutiokokeilla. 
BCS-luokittelua ja erityisesti BCS-biowaivereita hyödyntämällä markkinoille on 
mahdollista saada lääkevalmisteita aiempaa nopeammin ja edullisemmin. Lisäksi 
terveiden vapaaehtoisten altistaminen lääkeaineille ja niiden mahdollisille 
haittavaikutuksille vähenisi huomattavasti. BCS biowaivereiden käyttö hyödyttäisi 
erityisesti kehitysmaita, joissa koordinoitujen biologisen samanarvoisuuden 
tutkimusten järjestäminen saattaa olla mahdotonta (Benet ym. 2008).  
 
BCS-biowaivereiden hyödyntäminen uusien rinnakkaisvalmisteiden saamisessa 
markkinoille on ollut vähäistä 2000-luvulla (Gupta ym. 2006). Noin 30 % kaikista 
suun kautta annosteltavista lääkeaineista on luokan I lääkeaineita (Takagi ym. 2006). 
Tästä huolimatta vuosina 2003 - 2006 FDA:lle on tullut vain 25 hakemusta koskien 
lääkeaineen BCS-luokitusta tai biowaiver-päätöstä.  Tarkkaa syytä tähän ei tiedetä. 
Lääketeollisuudessa voidaan suosia perinteisiä in vivo -kokeita, koska ei haluta ottaa 
riskiä biowaiver-hakemuksen hylkäämisestä. Eri maiden ja maanosien hieman 
erilaiset biowaiver-vaatimukset saattavat johtaa siihen, että hakemusta ei hyväksytä 
kaikkialla ja kliiniset tutkimukset pitää kuitenkin tehdä. Esimerkiksi Japanissa ei 
hyväksytä lainkaan geneerisen lääkevalmisteen hyväksymistä markkinoille in vitro -
vapautumiskokeiden perusteella (Gupta ym. 2006). Lisäksi toimintatapojen muutos 
on usein hidasta mikä rajoittaa uusien tapojen omaksumista ja niihin luottamista. 
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Toisaalta voi myös olla, että luokan I lääkeaineista ei ole valmistettu juurikaan 
geneerisiä rinnakkaisvalmisteita viime vuosien aikana. Luokan III lääkeaineiden 
hyväksyminen BCS biowaiver-kandidaateiksi Euroopassa sekä muut tulevaisuudessa 
mahdollisesti hyväksyttävät kriteerien laajennukset saattavat lisätä biowaivereiden 
hyödyntämistä. 
 
3.2.1 Luokan I lääkeaineet biowaivereina 
 
Tällä hetkellä sekä FDA, WHO ja EMEA hyväksyvät BCS I luokan lääkeaineet 
biowaiver-kandidaateiksi, jos lääkeaine vapautuu ja liukenee valmisteesta nopeasti 
(≥85 %). Lääkeaineen imeytymistä rajoittava tekijä on luokituksen mukaan mahan 
tyhjenemisnopeus ja lääkevalmiste käyttäytyy elimistössä liuoksen tavoin. Luokan I 
biowaiver-kandidaattien tapaan myöskään liuoksille ei tarvitse tehdä biologisen 
samanarvoisuuden in vivo –kokeita, koska lääkeaineen vapautumista liuoksesta 
pidetään itsestäänselvyytenä (FDA 2003).  
 
 EMEA:n biowaiverohjeistuksen luonnoksessa (EMEA 2008) vaatimukseksi 
esitettiin lääkeaineen erittäin nopeaa vapautumista (≥ 85% 15 minuutissa). 
Lopulliseen versioon vapautumisnopeuden vaatimusta kuitenkin laskettiin. Kaikkien 
viranomaisten mukaan vapautumisten samankaltaisuutta ei tarvitse todeta, jos 
lääkeaine vapautuu valmisteesta erittäin nopeasti. Vapautumisen ollessa nopeaa (≥ 
85% 30 minuutissa),  lääkeaineen vapautumisten samankaltaisuuden vertailu tulee 
tehdä f2-arvon avulla.  
 
Kortejärvi ym. (2010) simuloivat 32 BCS I luokan lääkeaineen farmakokinetiikkaa 
eri lääkeaineen vapautumisnopeuksilla valmisteesta (kd). Tietokonesimulaatiot tehtiin 
nopeasti ja erittäin nopeasti lääkeaineen vapauttaville tableteille sekä liuokselle. 
Simulaatiossa saatuja teoreettisia plasman huippupitoisuuksia verrattiin toisiinsa. 
Tutkimuksen mukaan lääkeaineen nopea vapautuminen valmisteesta ja 
vapautumisprofiilien samankaltaisuus ovat riittävät vaatimukset luokan I biowaiver-
kandidaateille. Näillä vaatimuksilla plasman huippupitoisuudet (Cmax) erosivat 
toisistaan alle 10 %. Tiukemmat lääkeaineen vapautumiskriteerit valmisteesta eivät 
tämän tutkimuksen mukaan ole tarpeen luokan I lääkeaineiden kohdalla. Tutkimus 
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tukee EMEA:n päätöstä poistaa ehdoton erittäin nopean dissoluution vaatimus 
luokan I biowaivereilta.    
 
3.2.2 Luokan III lääkeaineet biowaivereina 
 
FDA:n mukaan biologisen samanarvoisuuden in vivo -kokeet voi korvata in vitro –
vapautumistutkimuksilla ainoastaan luokan I lääkeaineiden kohdalla. WHO ja 
EMEA hyväksyvät myös luokan III lääkeaineet biowaiver-kandidaateiksi (EMEA 
2010, WHO 2006). Erona luokan I lääkeaineisiin on erittäin nopean vapautumisen 
(dissoluution) vaatimus. Luokan III lääkeaineilla siis vähintään 85 % lääkeaineesta 
tulee vapautua valmisteesta ja liueta 15 minuutissa.  
 
Noin 40 % yleisimmistä suun kautta otettavista lääkeaineista kuuluu luokkaan III, 
joten biowaivereiden laajennus tähän luokkaan tulee luultavasti lisäämään biowaiver-
hakemuksia ja vaikuttamaan esimerkiksi lääketeollisuuden taloudellisiin kuluihin 
(Lindenberg ym. 2004).  Luokan I tapaan luokan III lääkeaineet ovat hyvin 
liukenevia, mutta imeytymistä rajoittava tekijä on kulkeutuminen suolen seinämän 
läpi. Jos lääkeaineen vapautuminen valmisteesta on erittäin nopeaa fysiologisissa 
pH-arvoissa, myös luokan III lääkeaineiden voidaan ajatella käyttäytyvän elimistössä 
nesteen tavoin. Monet tutkijat ovatkin esittäneet, että luokan III lääkeaineet pitäisi 
hyväksyä biowaiver kandidaateiksi (Blume ja Schug 1999; Yu ym. 2002, Cheng ym. 
2004; Kortejärvi ym. 2005).  
 
Lääkeaineen vapautumisnopeuden merkitys 
Koska luokan III lääkeaineiden imeytyminen on usein paikkaspesifistä, lääkeaineen 
kulkeutumisnopeus etenkin ohutsuolen yläosassa voi olla ratkaisevaa biologisen 
samanarvoisuuden kannalta (Yu ym. 2002). Luokan III lääkeaineita sisältäville 
valmisteille onkin asetettu tiukempi vaatimus vapautumisnopeudesta, jotta voidaan 
varmistua, että lääkeaine liukenee jo mahassa. Tämän jälkeen valmiste käyttäytyy 
elimistössä nesteen tavoin, jolloin kulkeutuminen suolen seinämän läpi rajoittaa 
imeytymistä.  
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Tarkkaa käsitystä ei kuitenkaan vielä ole, kuinka nopea lääkeaineen 
vapautumisnopeuden tulee olla, jotta se ei vaikuta luokan III lääkeaineen 
kulkeutumiseen solukalvon läpi (Jantratid ym. 2006). Jos lääkeaineella ei esiinny 
paikkaspesifistä imeytymistä, pienet muutokset lääkeaineen vapautumisnopeudessa 
eivät luultavasti vaikuta imeytymisnopeuteen ja määrään. BCS luokan III lääkeaineet 
voivat olla jopa parempia biowaiver-kandidaatteja kuin luokan I lääkeaineet, jos 
apuaineiden vaikutus imeytymiseen voidaan poissulkea (Blume ja Schug 1999). 
Esimerkiksi metformiinin imeytyminen ja biologinen hyväksikäytettävyys on 
samankaltaista annosteltaessa lääkeaine joko liuoksena tai tablettina, josta 100 % 
lääkeaineesta vapautuu 60 minuutissa (Cheng ym. 2004). Toisen BCS luokan III 
lääkeaineen, simetidiinin farmakokinetiikkaa tutkittiin tableteille, joiden lääkeaineen 
vapautumisprofiilit erosivat toisistaan selvästi. Tutkimuksen mukaan lääkeaineen 
vapautumisnopeus alkoi rajoittaa simetidiinin imeytymistä vasta kun valmisteesta 
liukeni alle 85 % lääkeainetta 120 minuutissa (Jantratid ym. 2006). Tulosta ei voi 
yleistää kaikkiin saman luokan lääkeaineisiin, mutta se ennustaa samanlaisen 
imeytymiskäyttäytymisen omaavien lääkeaineiden imeytymistä.  
 
Apuaineiden vaikutus 
Apuaineiden vaikutuksen arvioiminen on siis erityisen tärkeää, jos lääkeaineen 
imeytyminen on paikkaspesifiä. Tällöin ruuansulatuskanavan motiliteettiin ja 
liuoksen suolessa kulkeutumisnopeuteen vaikuttavat apuaineet vaikuttavat myös 
lääkeaineen kontaktiin imeytymispaikalla. Variaatio imeytymisessä saattaa lisääntyä 
ja biologisen samanarvoisuuden todennäköisyys pienentyä.  
 
Konventionaalisissa tableteissa tavallisesti käytettyjen apuaineiden ei ole ajateltu 
vaikuttavan imeytymistapahtumaan. Oletus siitä, että tietyt apuaineet eivät vaikuta 
lääkeaineen kulkeutumiseen solukalvon läpi tai siirtymisnopeuteen 
ruuansulatuskanavassa vaatii vielä lisätutkimusta. Apuaineiden vaikutusta voidaan 
tutkia in vitro –solumallien avulla. Rege ym. (2001) tutkivat tableteissa yhdeksän 
tavallisesti käytetyn apuaineen vaikutusta luokan III lääkeaineiden kulkeutumiseen 
Caco-2 solukerroksen läpi. Tutkimukseen valitut lääkeaineet olivat 
fysikokemiallisilta ominaisuuksiltaan erilaisia. Tulosten mukaan suurin osa 
apuaineista ei vaikuttanut lääkeaineiden solukalvon läpäisyyn merkittävästi. 
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Kuitenkin natriumlauryylisulfatti paransi lähes kaikkien lääkeaineiden kulkeutumista 
kalvon läpi. Tween 80 taas lisäsi merkittävästi furosemidin, simetidiinin ja 
hydroklooritiatsidin kulkeutumista basolateraaliseen suuntaan luultavasti estämällä 
niiden aktiivista efluksia. Apuaineiden on todettu vaikuttavan myös parasetamolin 
imeytymiseen. Parasetamoli on luokiteltu luokan III lääkeaineeksi, joskin se on aivan 
luokkien I ja III rajamailla. Natriumbikarbonaatin lisääminen parasetamolitablettiin 
nopeutti lääkeaineen imeytymistä, vaikka lääkeaineen in vitro –vapautumisnoepudet 
valmisteesta olivat samankaltaiset (Grattan ym. 2000). Plasman huippupitoisuus 
suureni ja se saavutettiin nopeammin. Natriumbikarbonattii luultavasti nopeuttaa 
lääkeaineen pääsyä mahasta imeytymispaikalleen ohutsuoleen. 
 
Apuaineet voivat vaikuttaa myös solujen välisiin tiiviisiin liitoksiin. Esimerkiksi 
natriumlauryylisufaatti, rasvahapoista erityisesti natriumkapraatti sekä 
rasvahappoesteri palmitoyylikarnitiini vaikuttavat solukerrosten ja tiiviiden liitosten 
yhtenäisyyteen, jolloin parasellulaarisesti diffundoituvien lääkeaineiden 
kulkeutumisnopeus voi lisääntyä (Aungst 2000).  
 
Jotta apuaineiden vaikutuksista voi tehdä luotettavia johtopäätöksiä, niitä pitää tutkia 
lisää. Esimerkiksi apuaineiden annos-vaste suhteiden selvittäminen auttaisi 
vaikutusten ymmärtämisessä ja ennustamisessa. Tämä myös parantaisi BCS luokan 
III biowaiver päätösten luotettavuutta ja vähentäisi riskiä, että päätös voi huonontaa 
lääkevalmisteen tehoa tai turvallisuutta. Luokan III lääkeaineiden sopivuus 
biowaiver-kandidaatiksi tulisi arvioida yksitellen. Jos lääkeaineen 
vapautumisnopeudet valmisteista ovat samankaltaiset, mutta valmisteiden 
apuainekoostumukset poikkeavat toisistaan, päätöstä biologisesta 
samanarvoisuudesta ei pitäisi tehdä automaattisesti.  
 
3.2.3 Biowaiver-kandidaattien yleiset vaatimukset 
 
Luokituksen lisäksi kaikille biowaiver-kandidaateille on myös muita vaatimuksia. 
Valmisteiden sisältämät apuaineet eivät saa vaikuttaa imeytymiseen ja lääkeaineella 
pitää olla leveä terapeuttinen ikkuna (FDA 2000, EMEA 2010). Kliinisten kokeiden 
korvaaminen in vitro –vapautumistutkimuksilla pitää olla hyvin perusteltua, 
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biowaiver-päätöksen riskit pitää huomioida ja ne eivät saa aiheuttaa lääkkeen 
käyttäjälle vaaraa valmisteiden tehossa tai turvallisuudessa.   
 
 
4 BDDCS-LUOKITTELU 
 
Vuonna 2005 Wu ja Benet julkaisivat BDDCS-luokittelun (Biopharmaceutics Drug 
Disposition Classification system) (Wu ja Benet 2005). Uusi luokittelu on kehitetty 
BCS-luokituksen pohjalta ja siinä lääkeaineen kulkeutuminen solukalvon läpi on 
korvattu eliminaatioreitillä (kuva 6). BDDCS-mallin kehittämiseen johti huomio, että 
BCS-luokan I ja II lääkeaineet eliminoituvat pääasiassa metaboloitumalla, kun taas 
luokan III ja IV lääkeaineet erittyvät muuttumattomana joko sappeen tai munuaisten 
kautta virtsaan. Huonosti solukalvon läpäisevät lääkeaineetkin voivat siis kulkeutua 
maksaan ja erittyä sappeen, mutta ne eivät ole metaboliaentsyymien substraatteja, 
eivätkä metaboloidu. Yhdisteen lipofiilisyys onkin olennaista sen CYP-
entsyymiaffiniteetille (Cytokromi P450) ja selektiivisyydelle (Lewis ym. 2004).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
K
 
Luokka 1  
 
Hyvä liukoisuus 
Erittyminen metaboloitumalla 
 
Luokka 2  
 
Huono liukoisuus 
Erittyminen metaboloitumalla 
Luokka 3  
 
Hyvä liukoisuus 
Erittyminen muuttumattomana 
Luokka 4 
 
Huono liukoisuus 
Erittyminen muuttumattomana 
uva 6. Lääkeaineiden luokittelu BDDCS-mallin mukaisesti. 
4.1 Luokitteluvaatimukset 
 
BDDCS-mallissa permeabiliteettikriteeri on korvattu eliminaatioreitillä (kuva 6). 
Tutkijoiden mukaan metaboloituneen lääkeaineen osuus kuvaa kulkeutumista 
solukalvon läpi, koska lääkeaineen on pitänyt imeytyä, jotta se voi metaboloitua (Wu 
and Benet 2005). Metaboloitumisen tulee tapahtua faasi I hapetus- tai faasi II 
konjugaatioreaktioiden kautta, jotta esimerkiksi suolessa tapahtuva lääkeaineen 
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hajoaminen voidaan erottaa metaboliasta. Alun perin hyvin metaboloituvan 
lääkeaineen kriteeri luokittelussa oli se, että suun kautta otetun annoksen jälkeen ≥ 
50 % eliminoitui metaboloitumalla. Luokitusvaatimus nostettiin kuitenkin 
välittömästi arvoon ≥ 70 %, koska tutkijat uskoivat uuden luokituksen joutuvan 
kritiikin kohteeksi. Lisäksi vain harva lääkeaine metaboloituu 30 - 70 prosenttisesti. 
Kriteerin muutos vaikutti siis vain muutaman lääkeaineen luokitteluun. Myöhemmin 
metaboloituneen lääkeaineen osuus nostettiin vielä suuremmaksi, arvoon ≥ 90 % 
(Benet ym. 2008), sillä tämän ajatellaan korreloivan varmasti FDA:n (2000) BCS-
luokituksen imeytymisvaatimuksen (90 % imeytynyt osuus) kanssa.  
 
Lääkeaineen metaboloitunut osuus tulisi määrittää suun kautta otetun suurimman 
kerta-annoksen jälkeen (Benet ym. 2008). Jos kerta-annoksen jälkeen faasi I hapetus- 
tai faasi II konjugaatioreaktioiden kautta metaboloituneen lääkeaineen osuus 
virtsassa tai ulosteessa on yhteensä yli 90 %, voidaan lääkeaine luokitella 
eliminaatioreitin kautta laajasti metaboloituvaksi. 
 
4.2 Imeytymisen ennustaminen  
 
Uusi luokittelusysteemi kuvaa BCS-luokitusta paremmin lääkeaineen jakautumista ja 
eliminaatiota elimistössä, koska se pyrkii ottamaan huomioon muun muassa 
kuljetinproteiinien vaikutuksia eri luokkien yhdisteiden farmakokinetiikassa (Wu ja 
Benet 2005). BDDCS- mallia voidaan hyödyntää esimerkiksi lääkeaineen 
eliminaatioreitin sekä kuljetinproteiinien vaikutuksen ennustamisessa sekä 
tarkasteltaessa ruuan vaikutusta lääkeaineen farmakokinetiikkaan. Seuraavassa on 
esitetty yhteenvetona eri luokkien oletetut kuljetinproteiinivaikutukset 
imeytymisvaiheessa (kuva 7). Imeytymisellä tarkoitetaan tässä lääkeaineen 
solukalvon läpäisyä suolessa. 
 
Koska kyseessä on teoreettinen luokittelu, sen avulla ennustetut kuljetinproteiinien 
vaikutukset eivät voi pitää paikkansa kaikkien lääkeaineiden kohdalla vaan 
poikkeuksia löytyy (Wu ja Benet 2005). Kuljetinproteiinien vaikutusten 
ennustamisen pohjana on Caco-2 soluilla tehtyjä tutkimuksia, joiden avulla on 
tarkasteltu kuljetinproteiinien vaikutuksia tietyn luokan lääkeaineiden 
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kulkeutumiseen kalvon läpi. Kuljetinproteiinien vaikutuksia ennustettaessa oletetaan, 
että luokan I lääkeaineet kulkeutuvat suolen epiteelin läpi passiivisesti, ilman 
kuljetinproteiinien vaikutusta (Wu ja Benet 2005; Shugarts ja Benet 2009). 
Lääkeaine saattaa olla kuljetinproteiinin substraatti, mutta koska passiivinen 
diffuusio on tehokasta, yhdiste kulkeutuu epiteelin läpi ilman kuljetinproteiinin 
vaikutusta. Kuljetinproteiinin vaikutus imeytymisessä ei siis ole kliinisesti 
merkittävä. On myös mahdollista, että lääkeaineen pitoisuus suolessa nousee niin 
korkeaksi, että kuljetinproteiini saturoituu. Luokan II lääkeaineet kulkeutuvat myös 
hyvin solukalvon läpi, mutta niiden liukoisuus on huono. Ne pääsevät luokan I 
lääkeaineiden tavoin suolen epiteelin läpi passiivisen diffuusion avulla. Koska 
liukoisuus rajoittaa suolen nesteissä olevaa lääkeainepitoisuutta, luokan II 
lääkeaineet eivät todennäköisesti pysty saturoimaan epiteelin efluksiproteiineja. 
Efluksiproteiinit voivat siis pienentää luokan II lääkeaineen imeytymistä ja 
hyötyosuutta. Huonosti solukalvon läpi kulkeutuvilla luokan III ja IV lääkeaineilla 
taas influkstproteiinit ovat tärkeitä, jotta lääkeainetta pääsee siirtymään solukalvon 
sisään. Influksiproteiinit rajoittavat solun sisäistä lääkeainepitoisuutta ja 
efluksiproteiinien saturoituminen on epätodennäköistä. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 7. BDDCS:n ennustamat kuljetinproteiinivaikutukset suun kautta otetun 
lääkeannoksen jälkeen (Mukailtu: Shugarts ja Benet 2009). 
Luokka 1  
 
Kuljetinproteiinien vaikutukset 
minimaalisia 
Luokka 2  
 
Efluksiproteiinien vaikutukset tärkeitä 
suolessa, maksassa esiintyy sekä 
influksi- että efluksivaikutuksia 
 
Luokka 3  
 
Influksiproteiinit suolessa 
tärkeitä 
Luokka 4 
 
Sekä influksi- että efluksivaikutukset 
voivat olla tärkeitä 
 
 
5 LUOKITTELUJEN VERTAAMINEN 
 
Jotta BDDCS-luokittelua voitaisiin käyttää BCS-luokituksen kanssa rinnakkain ja 
samoihin tarkoituksiin, tulisi lääkeaineiden luokituksen olla sama kummallakin 
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menetelmällä määritettynä. Vaikka eliminaatioreitin on raportoitu kuvaavan hyvin 
lääkeaineen kulkeutumista ohutsuolen epiteelin läpi, joitakin eroja on havaittu 
luokiteltaessa lääkeaineita BCS- tai BDDCS-luokittelun mukaisesti ( Wu ja Benet 
2005; Takagi ym. 2006; Chen ja Yu 2009). Tämä on ymmärrettävää, sillä 
metaboloituminen ja imeytyminen ovat erillisiä vaiheita ja niihin vaikuttavat eri 
tekijät. Esimerkiksi proteiiniin sitoutuminen vaikuttaa lääkeaineen pääsyyn maksaan, 
muttei imeytymisvaiheeseen.  
 
Mallien vastaavuudesta lääkeaineiden luokittelussa on tehty muutamia tutkimuksia, 
joista seuraavassa on esitetty päätulokset luokkien I ja III kannalta. BDDCS 
luokittelun kehittäjät Wu ja Benet luokittelivat 168 yhdistettä sekä BCS- että 
BDDCS-luokkiin kirjallisuudesta löytyvien farmakokineettisten parametrien avulla 
(Wu ja Benet 2005). BDDCS-luokittelun metaboliakriteerinä oli 50 % 
metaboloituminen. Yhdisteistä 55 oli BCS luokan I lääkeaineita ja 32 kuului 
luokkaan III.  Kyseisistä lääkeaineista kolme oli luokiteltu rajatapauksiksi, koska 
kulkeutumisesta epiteelin läpi ei ollut riittävää tieta. BDDCS-luokittelussa 45/55 
lääkeainetta pysyi luokassa I ja näistä yhteensä kuusi yhdistettä siirtyi luokkaan III. 
BCS luokan III lääkeaineista lähes kaikki (31/32) määriteltiin myös BDDCS mukaan 
luokan III lääkeaineeksi. Näiden tulosten mukaan BDDCS mallin avulla voitiin 
luokitella noin 82 % luokan I lääkeaineista luotettavasti kun luokan III kohdalla 
vastaava luku oli 97 %.  Lisäksi BDDCS mallin avulla voitiin luokitella 38 uutta 
yhdistettä, koska kirjallisuudesta löytyi tähän riittävät tiedot. Tosin näistä yhdisteistä 
ei ole BCS-luokittelutietoa, joten luokittelun luotettavuutta ei voida todeta. BDDCS-
järjestelmän etuna onkin se, että uuden lääkeaineen alustava luokitus voidaan tehdä 
aikaisessa vaiheessa, koska metabolia voidaan tutkia esimerkiksi hepatosyyttien 
avulla ennen in vivo –kokeita. 
 
Chen ja Yu (2009) tarkastelivat myös metabolian soveltuvuutta ohutsuolen 
solukalvon läpäisevyyden ennustamiseen (Chen ja Yu 2009). He valitsivat 
tutkimukseensa 51 BCS luokan I lääkeainetta ja eliminaatioreitin määrittämisen 
kriteerinä oli vähintään 50 prosentin metaboloitunut osuus. Lääkeaineista 37 
eliminoitui metabolian avulla, joten 73 % yhdisteistä luokiteltiin samoin kuin BCS-
mallissa. Chen ja Yun (2009) tutkimuksessa 27 % hyvin solukalvon läpi 
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kulkeutuvista lääkeaineista luokiteltiin huonosti metaboloituviksi käytettäessä 50 % 
kriteeriä. Luokittelun julkaisun jälkeen metaboliakriteeri on kiristetty 90 prosenttiin, 
mikä luultavasti vielä lisää luokittelun eroavaisuuksia. Rasvaliukoisten lääkeaineiden 
luokittelussa metabolia ennustaa luotettavammin kulkeutumista solukalvon läpi, 
mutta vesiliukoisten yhdisteiden luokittelu vaatii vielä tutkimusta, koska näillä 
yhdisteillä esimerkiksi aktiiviset kuljetinproteiinit vaikuttavat kalvojen läpäisyyn, 
mikä ei kuitenkaan välttämättä lisää metaboloitumista. Hyvin solukalvon läpäisevä 
vesiliukoinen molekyyli voikin siis erittyä muuttumattomana virtsaan tai sappeen. 
 
Verrattaessa BDDCS- ja BCS-luokituksia keskenään tulokset voivat riippua myös 
siitä, miten kulkeutuminen solukalvon läpi on määritetty. Solukokeiden avulla 
luokitus määritetään vertaamalla yhdisteen kulkeutumisnopeutta referenssiyhdisteen 
kulkeutumiseen. Konservatiivinen BCS-luokittelu perustuu usein metoprololin 
kulkeutumisnopeuteen (Takagi ym. 2006). Takagi ym. luokittelivat 164 lääkeainetta 
BCS-luokkiin käyttäen apuna yhdisteen kulkeutumisnopeutta ja LogP-arvoa. 
Käytettäessä metoprololia (imeytynyt osuus noin 95 %) referenssiyhdisteenä, luokan 
I lääkeaineilla BCS/BDDCS korrelaatio oli hieman alle 60 %. Kun referenssiyhdiste 
oli simetidiini (65-70 % imeytynyt osuus) korrelaatio luokitusten välillä nousi noin 
75 prosenttiin. Luokkiin I ja III kuuluvien lääkeaineiden kokonaismäärä pysyi 
referenssiyhdisteestä riippumatta lähes muuttumattomana, mutta identtisesti 
luokiteltujen yhdisteiden määrä vaihteli 
 
5.1 Biowaiver monografioiden luokittelut 
 
International Pharmaceutical Federation (FIP) kokoaa internetsivuilleen 
lääkeaineiden BCS-monografioita, joissa luokitellaan lääkeaine BCS:n mukaan ja 
kartoitetaan lääkeaineen soveltuvuus biowaiver kandidaatiksi (FIP 2009). Tällä 
hetkellä sivustolla on 23 lääkeaineen monografia. Kartoitetuista lääkeaineista 6 
kuuluu BCS luokkaan I, 3 luokkaan II, 8 luokkaan III ja 2 luokkaan IV. Lisäksi 
joillakin lääkeaineilla luokitus ei ole yksiselitteinen puuttuvan tai riittämättömän 
datan takia. Esimerkiksi kinidiini, pyratsiiniamidi ja isoniatsidi on kaikki luokiteltu 
joko luokan I tai III lääkeaineiksi, koska tiedot lääkeaineiden kulkeutumisesta 
solukalvon läpi eivät riitä varmaan luokitteluun. 
27 
 
Kun luokan III lääkeaineet luokitellaan BDDCS luokituksen mukaan, suuria eroja 
luokituksissa ei esiinny (taulukko 3). Kinidiinin, isoniatsidin ja pyratsiiniamidin 
luokitus täsmentyy luokkaan I. Kinidiinin ja isoniatsidin metaboliassa esiintyy 
yksilöiden välistä geneettistä vaihtelua. Myös parasetamoli on luokiteltu BCS:n 
mukaisesti luokkaan III, mutta BDDCS:n mukaan luokkaan I. Parasetamolin 
kohdalla 85-90 % lääkeaineesta metaboloituu maksassa, tämän lisäksi parasetamolin 
biologista hyväksikäytettävyyttä pienentää ensikierron metabolia. Biologinen 
hyväksikäytettävyys on lääkeaineella noin 62-89 %, joten imeytynyt osuus voi 
todellisuudessa olla yli 90 %, jolloin parasetamolin voisi luokitella hyvin solukalvon 
läpäiseväksi myös FDA:n (2000) mukaan. Parasetamoli on kuitenkin luokiteltu 
huonosti solukalvon läpäiseväksi yhdisteeksi. 
 
Kyseisten luokan III lääkeaineiden kohdalla luokittelu BCS- ja BDDCS-mallien 
mukaan on hyvin samankaltaista. Koska isoniatsidin, pyratsiiniamidin ja 
kinidiinisulfaatin biowaivermonografioissa on korostettu riittämättömiä solukalvon 
läpäisevyystietoja, BDDCS-luokitus ei todellisuudessa välttämättä eroa BCS-
luokituksesta. Ainoa luokan III lääkeaine, jolla luokitus muuttuu, on parasetamoli, 
joka BCS luokituksessa taas on aivan luokkien I ja III rajalla. 
 
Taulukko 3. BCS-luokan III lääkeaineet, joiden biowaiverkartoitus on tehty sekä 
näiden lääkeaineiden BDDCS-luokat Wun ja Benetin (2005) mukaan. BDDCS 
luokituksessa on rajana vähintään 50 % metabolia. 
 BCS BDDCS 
parasetamoli III I 
asikloviiri III III 
atenololi III III 
simetidiini III III 
etambutoli 
dihydrokloridi 
III III 
isoniatsidi III / I I 
metoklopramidi III III 
pyratsiiniamidi III / I I 
kinidiinisulfaatti III / I I 
ranitidiini hydrokloridi III III 
klorokiini 
fosfaatti-,sulfaatti- ja 
hydrokloridisuolat 
I III 
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Edellä mainittujen tutkimusten perusteella BDDCS-järjestelmä ennustaa paremmin 
BCS III luokan lääkeaineiden luokittelua. Tästä huolimatta BDDCS-luokituksen 
hyödyntämistä on ehdotettu luokan I lääkeaineiden biowaiver päätöksen arvioinnissa 
(Wu ja Benet 2005). Yhteneväisyys luokitusten välillä oli luokan I lääkeaineilla 
tutkimuksesta riippuen 60 - 82 % (Wu ja Benet 2005, Takagi 2006, Chen ja Yu 
2009). Luokan III lääkeaineilla vastaava luku oli 97 % (Wu ja Benet 2005). Lisäksi 
tässä työssä luokiteltiin vielä luokan III biowaiver monografioiden lääkeaineet. 
Näillä lääkeaineilla luokitusten välinen yhteneväisyys oli 86 %, jos ei oteta 
huomioon kinidiiniä, pyratsiiniamidia ja isoniatsidia, joiden BCS-luokitus on 
epävarmaa riittämättömien solukalvon läpäisevyystietojen takia. Lisää tutkimusta 
kuitenkin tarvitaan luokitusten vastaavuudesta, ennen siitä voidaan tehdä lopullisia 
johtopäätöksiä.  
 
5.2 Mahdollisia syitä luokittelueroihin 
 
Tehdyistä tutkimuksista käy hyvin ilmi se, että metaboloituneen lääkeaineen määrä 
korreloi sekä yhdisteen kykyyn kulkeutua ohutsuolen solukalvon läpi että logP-
arvoon. Täydellistä yhteneväisyyttä luokitusten välillä ei voi odottaakaan, sillä ne 
perustuvat eri ilmiöihin eikä metaboloitunut osuus ole imeytymisen suora mittari. 
Ohutsuolen ja maksan solukalvoilla ilmentyy esimerkiksi eri kuljetinproteiineja, 
mikä vaikuttaa kuljetinproteiinien substraattien kulkeutumiseen ja jakaantumiseen 
(Shitara ym. 2006). Kuljetinproteiinien vaikutukset tuskin selittävät kaikkien 
lääkeaineiden luokittelueroja. Luultavasti aktiivinen kulkeutuminen on kuitenkin 
ainakin osalla yhdisteistä luokittelueroihin vaikuttava tekijä.  
 
Hyvä kulkeutuminen kalvon läpi, erittyminen metaboloitumalla. Tarkasteltaessa 
hyvin solukalvon läpäiseviä lääkeaineita, jotka eliminoituvat metabolian avulla, 
huomataan, että suurin osa yhdisteistä on rasvaliukoisia (Chen ja Yu 2009). Nämä 
yhdisteet pääsevät kulkeutumaan solukalvojen läpi passiivisen diffuusion avulla.  
Rasvaliukoiset yhdisteet diffundoituvat myös maksaan, jossa ne metaboloituvat. 
Rasvaliukoisuus on myös maksametabolian kannalta olennainen tekijä. Toisaalta on 
löydettävissä myös muutamia hyvin kalvon läpi kulkeutuvia vesiliukoisia yhdisteitä, 
jotka eliminoituvat pääasiassa metaboloitumalla. Useita näistä yhdisteistä yhdistää 
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se, että ne pystyvät kulkeutumaan kalvojen läpi aktiivisen kuljetinproteiinin avulla. 
Vesiliukoiset yhdisteet voivat kulkeutua kalvon läpi myös parasellulaarisesti. 
Esimerkiksi levodopan, D-glukoosin, l-leusiinin ja fenyylialaniinin LogP-arvot ovat 
negatiivisia, mutta ne kulkeutuvat hyvin ohutsuolen solukalvon läpi. Kyseiset 
yhdisteet kulkeutuvat ja metaboloituvat samojen biologisten prosessien avulla, joita 
elimistö käyttää esimerkiksi ravintoaineiden käsittelyssä. Esimerkiksi sekä levodopa, 
fenyylialaniini että l-leusiini kulkeutuvat aminohappokuljetinproteiinin avulla ja tätä 
esiintyy epiteelisolujen lisäksi myös hepatosyyteissä (Kanai ja Endou 2003). 
 
Hyvä kulkeutuminen kalvon läpi, erittyminen muuttumattomana. On myös 
mahdollista, että lääkeaine läpäisee ohutsuolen solukalvon hyvin mutta erittyy 
pääsiassa muuttumattomana. Esimerkkejä tällaisista lääkeaineista on monet β-
laktaamiantibiootit kuten kefadroksiili, kefaleksiini ja amoksisilliini (Takagi ym. 
2006; Chen ja Yu 2009;). Myös klorokiini, levofloksasiini sekä pregabaliini ovat 
luokan I lääkeaineita BCS-luokittelussa mutta eivät BDDCS-luokittelussa. Monet 
kyseisistä yhdisteistä ovat pieniä vesiliukoisia molekyylejä. Yhteistä ainakin osalle 
näistä lääkeaineista on se, että ne kulkeutuvat suolen epiteelin läpi aktiivisen 
kuljetinproteiinin avulla. Esimerkiksi β-laktaamiantibiootit kulkeutuvat 
peptidikuljetinproteiinin avulla (Yang ym. 1999; Li ym. 2006). Proteiinia ilmenee 
myös maksassa (Hilgendorf ym. 2007), joten yhdisteiden rakenteessa saattaa olla 
jokin suojaava tekijä, minkä vuoksi ne eivät metaboloidu maksassa. CYP-metabolian 
kannalta olennainen tekijä on rasvaliukoisuus, joten sen puute saattaa suojata 
yhdisteitä sitoutumasta entsyymin aktiiviseen kohtaan. 
 
Huono kulkeutuminen kalvon läpi, eliminaatio metaboloitumalla. Terbutaliini on 
aiemmin mainitun parasetamolin lisäksi esimerkki yhdisteestä, joka on luokiteltu 
huonosti solukalvon läpäiseväksi, mutta tästä huolimatta erittyy lähes kokonaan 
metaboloitumalla. Terbutaliinilla on laaja ensikierron metabolia ja suolessa 
tapahtuvalla metabolialla on tässä olennainen osuus (Thummel ym. 1997). 
Terbutaliini metaboloituu suolessa faasi II sulfataatioreaktiolla niin täydellisesti, että 
suun kautta otettaessa sen hyötyosuus on vain noin 14 %. Luokittelukriteerien 
mukaan lääkeaineen tulee metaboloitua joko faasi I hapetus- tai faasi II reaktioiden 
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kautta, joten BDDCS-luokituksen mukaan terbutaliini on luokan I lääkeaine, vaikka 
se ei todellisuudessa pääse imeytymään juuri lainkaan.  
 
Ensikierron metabolia on olennainen hyötyosuutta pienentävä tekijä suun kautta 
annostelun yhteydessä. Ohutsuolen epiteeli on maksan jälkeen tärkein lääkeaineita 
metaboloiva elin. Suolen epiteelin soluissa on useita entsyymejä, jotka osallistuvat 
faasi I ja II reaktioihin (Thummel ym. 1997). CYP 3A4 on tärkeimpiä sytokromi 
P450 entsyymejä epiteelisoluissa. Entsyymin kokonaismäärä epiteelisoluissa voi olla 
vain 1 % maksan entsyymimäärästä. Tästä huolimatta suolen entsyymien vaikutus 
kokonaismetaboliaan voi olla hyvin merkittävä, koska suurempi määrä lääkeainetta 
altistuu metabolialle eikä lääkeaine ole sitoutuneena esimerkiksi albumiiniin. 
BDDCS-luokituksessa pitääkin erottella ensikierron metabolia suolessa ja 
varsinainen maksassa tapahtuva metabolia.  
 
5.3 Luokitusten etuja ja haittoja 
 
Alunperin BCS-luokittelua ja biowaivereita hyödynnettiin esimerkiksi  eräkoon 
suurentamisessa ja pienten valmisteen formulaatiomuutosten käyttöönotossa (WHO 
2005). Sillä on kuitenkin myös monia prekliinisiä ja kliinisiä käyttöalueita. 
Luokittelua voidaan hyödyntää muun muassa lääkeainekandidaattien valinnassa, 
yhteisvaikutusten ennustamisessa ja valmisteen suunnittelussa. BCS-luokittelussa 
vaadittava lääkeaineen solukalvon läpäisyn määritys on työlästä ja epävarmaa, koska 
määritys perustuu kalvon läpi kulkeutuneeseen imeytyneeseen osuuteen, ei 
hyötyosuuteen. Monilta vanhoilta ja paljon käytetyiltä lääkeaineilta ei ole tutkittu iv-
annostelun jälkeistä farmakokinetiikkaa. Lääkeaineita on käytetty 
menestyksekkäästi, jolloin farmakokineettisten parametrien selvitystä ei pidetä enää 
tarpeellisena. Koska luokittelu on hankalaa, se saattaa aiheuttaa mahdollisten BCS I-
luokan lääkeaineiden luokittelun virheellisesti huonosti solukalvon läpäiseviksi (Wu 
ja Benet 2005). Jos solukalvojen läpäisyn määritys voidaan korvata eliminaatioreitin 
tutkimisella, vähentää se luokitteluun liittyvää epävarmuutta ja työtä ja saattaa lisätä 
biowaivereiksi hyväksyttäviä luokan I lääkeaineita 
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Lisäksi solukalvon läpäisyn luokittelussa ongelmana on se, että FDA:n mukaan se 
voidaan määritellä vertaamalla esimerkiksi in vitro solumallilla määritettyä 
kulkeutumisnopeutta referenssiyhdisteiden nopeuteen (FDA 2000). Tämä johtuu 
havainnosta, että yhdisteet, joiden kulkeutumisnopeus on vähintään yhtä suuri kuin 
metoprololin kulkeutumisnopeus, imeytyvät vähintään 90 prosenttisesti ihmisellä 
(Takagi ym. 2006). Solukalvon läpäisy ruuansulatuskanavassa voidaan siis määrittää 
kulkeutumisnopeuden avulla, vaikka kyseessä on hieman eri prosessit. Lääkeaine 
voidaan luokitella virheellisesti, jos se tehdään pelkän kulkeutumisnopeuden avulla. 
Esimerkiksi talinololilla kulkeutumisnopeus on pienempi kuin metoprololilla mutta 
imeytyneen osuuden mukaan se onkin luokiteltu BCS II lääkeaineeksi (Shugarts ja 
Benet 2009).  
 
BCS luokitus keskittyy imeytymisvaiheeseen eikä huomioi systeemikinetiikkaan 
vaikuttavia seikkoja. BDDCS-luokituksen etuna on pidetty sitä, että se pyrkii 
ennustamaan myös lääkeaineen jakautumista ja eliminaatiota. Luokituksen avulla 
voidaan ennen kliinisiä kokeita ennustaa esimerkiksi kuljetinproteiinien ja niiden 
interaktioiden sekä ruuan vaikutusta lääkeaineen farmakokinetiikassa. BDDCS - 
luokituksen pohjalta tehtävissä kuljetinproteiinien vaikutusten ennustamisessa 
oletuksena on, että luokan I lääkeaineet kulkeutuvat suolen epiteelin läpi 
passiivisesti, ilman kuljetinproteiinien vaikutusta, vaikka yhdiste olisikin 
kuljetinproteiinin substraatti (Wu ja Benet 2005, Shugarts ja Benet 2009).  
Kuljetinproteiinin vaikutusta vähentää yhdisteen hyvät läpäisevyys-ominaisuuksien 
lisäksi se, että lääkeaineen pitoisuus suolessa nousee niin korkeaksi, että 
kuljetinproteiini voi saturoitua. Saturoituminen on riippuvainen pitoisuudesta 
suolessa, joka taas riippuu lääkeaineannoksesta. Luokan I lääkeaineilla annokset 
voivat vaihdella paljon, joten saturoitumisen ennustaminen teoreettisen mallin 
pohjalta tuntuu epätodennäköiseltä. Esimerkiksi digoksiinin kerta-annos on 0,25mg 
ja samaan luokkaan kuuluvan amoksisilliinin kerta-annos on 500 mg (Kasim ym. 
2004). Liukoisuuskriteerin mukaan annoksen tulee liueta 250 ml:aan nestettä, joten 
pitoisuudet suolessa vaihtelevat moninkertaisesti. Poikkeuksia oletuksiin löytyy. 
Esimerkiksi huolimatta siitä, että digoksiini on luokan I lääkeaine, P-glykoproteiinin 
on todettu vaikuttavan sen imeytymiseen (Drescher ym. 2003). Kuljetinproteiinit 
voivatkin vaikuttaa oleellisesti myös muiden luokan I lääkeaineiden kulkeutumiseen, 
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esimerkiksi aminohappokuljetinproteiinin vaikutus on suuri levodopan ja 
fenyylialaniinin imeytymisessä. 
 
Epävarmuutena BDDCS-luokituksessa on se, kuinka hyvin eliminaatioreitti voi 
ennustaa imeytynyttä osuutta, koska kyseessä on aivan eri prosessit ja niihin 
vaikuttaa eri tekijät. Jos lääkeaine metaboloituu faasi I tai faasi II entsyymien avulla, 
BDDCS luokituksen mukaan lääkeaine imeytyy hyvin. CYP-entsyymejä sijaitsee 
epiteelisolujen sisässä, joten metabolia voi todellisuudessa tapahtua ennen kuin 
lääkeaine on läpäissyt solukalvon kokonaan. Jos lääkeaine ei metaboloidu vaan 
erittyy muuttumattomana, luokitus ei ennusta lääkeaineen imeytymistä ja yhdisteen 
imeytynyt osuus voi olla suuri tai pieni (Shugarts ja Benet 2009). Tässä tapauksessa 
suuri imeytynyt osuus voi johtua kuljetinproteiinien eroista hepatosyyttien ja suolen 
epiteelin välillä.  
 
Myös yksilölliset erot metaboliaentsyymien ilmentymisessä voi vaikuttaa BDDCS-
luokitukseen. Esimerkiksi sytokromi P450-entsyymiperheeseen kuuluvalla CYP 2D6 
–entsyymillä esiintyy polymorfiaa. Entsyymi metaboloi esimerkiksi metoprololia ja 
propranololia (Tanaka 1999; Zanger ym. 2004), jotka ovat hyvin solukalvon läpi 
kulkeutuvia yhdisteitä ja erittyvät pääasiassa metaboloitumalla. Polymorfian takia 
näiden lääkeaineiden metabolia voi vaihdella yksilöiden välillä ja BDDCS-
luokituksen mukainen metaboliakriteeri voi ylittyä osalla ihmisistä ja toisilla taas ei 
(Chen ja Yu 2009).  
 
BCS-luokituksen solukalvojen läpäisevyyden korvaaminen eliminaatioreitillä vaatii 
vielä lisäperusteluita, jotta myös viranomaiset hyväksyisivät sen. Uuden luokituksen 
avulla on kuitenkin mahdollista saada arvokasta lisätietoa lääkeaineen luokittelusta ja 
farmakokineettisestä käyttäytymisestä metaboliatutkimusten avulla. EMEA:n 
uudessa BCS-biowaiver ohjeistuksessa on viitattu metabolian merkitykseen 
esimerkiksi määritettäessä lääkeaineen solukalvon läpäissyttä osuutta 
massatasapainotutkimuksen avulla (EMEA 2010). Faasi I hapetus- ja faasi II 
konjugaatioreaktioiden avulla muodostuneet metaboliitit voidaan huomioida 
määritettäessä imeytynyttä osuutta, koska nämä metaboliitit eivät voi muodostua 
suolen nesteissä ennen kulkeumista solukalvoon.  
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II KOKEELLINEN OSA 
 
 
6 JOHDANTO 
 
Kaikki tässä työssä huomioidut viranomaiset (WHO, FDA ja EMEA) hyväksyvät 
luokan I lääkeaineet BCS-biowaiver ehdokkaiksi. WHO, ja tulevaisuudessa myös 
EMEA, hyväksyy lisäksi luokan III lääkeaineet biowaiver-kandidaateiksi tietyin 
ehdoin (WHO 2006, EMEA 2010). Noin 40 % suun kautta otettavista lääkeaineista 
kuuluu luokkaan III, joten biowaivereiden laajennus tähän luokkaan luultavasti lisää 
biowaiver-hakemuksia (Lindenberg ym. 2004). Biowaiverin avulla kliiniset 
biologisen samanarvoisuuden tutkimukset voidaan korvata in vitro –
dissoluutiokokeilla. Lääkevalmisteita voidaan pitää biologisesti samanarvoisina, kun 
testi- ja referenssivalmisteen AUC- ja Cmax- arvot ovat riittävän lähellä toisiaan. 
Biologisesti samanarvoisten valmisteiden AUC- ja Cmax -suhteiden 90 %:n 
luottamusvälin tulee mahtua kokonaan vaihteluvälille 0,8 - 1,25. Suun kautta 
otettaessa imeytymisen nopeuteen ja määrään vaikuttavat olennaisesti lääkeaineen 
liukoisuus, sen vapautumisnopeus ja kulkeutuminen ohutsuolen solukalvon läpi. 
Luokan III lääkeaineiden tilannetta BCS-biowaivereina on käsitelty tarkemmin 
tämän työn kirjallisessa osiossa. 
 
BCS- luokituksessa tarvittava liukoisuus on melko helppo määrittää, mutta 
permeabiliteetin määritys on huomattavasti työläämpää. Tasapainoliukoisuus 
tarkoittaa yhdisteen pitoisuutta saturoidussa liuoksessa, jolloin liuoksessa on myös 
kiinteää yhdistettä.  Shake flask -menetelmä on perinteinen ja paljon käytetty 
lääkeaineen tasapainoliukoisuuden määritystapa. Menetelmä koostuu yksinkertaisista 
vaiheista, mutta vaatii paljon manuaalista työtä ja on hidas suorittaa. Menetelmässä 
on tekijöitä, jotka vaikuttavat saatuihin tuloksiin ja niiden luotettavuuteen, 
esimerkiksi sekoitusajat ja menetelmä, jolla kiinteä lääkeaineen erotetaan nesteestä, 
voivat vaihdella eri laboratorioissa ja tutkimuksissa ratkaisevasti (Baka ym. 2008). 
Niinpä eri laboratorioissa saadut liukoisuustulokset voivat vaihdella merkittävästi. 
Liukoisuuden tavoin lääkeaineen vapautumisnopeuden määritys on yksinkertaista. Se 
määritetään fysiologisella pH-alueella joko lapa- tai korimenetelmällä. 
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BCS-luokituksessa permeaatiolla tarkoitetaan suolen seinämän läpi kulkeutunutta 
lääkeainemäärää, ei systeemiverenkiertoon päässyttä lääkeainemäärää. Solukalvon 
läpi kulkeutuneen lääkeainemäärän määrittäminen in vivo on vaikeaa ja kallista. 
Solumalleja on perinteisesti käytetty kuvaamaan lääkeaineen solukalvojen läpäisyä 
elimistössä (Artursson ym. 1996). Caco-2 solulinja (human colon adenocarcinoma 
cells) on parhaiten karakterisoitu ja eniten käytetty in vitro –menetelmä imeytymisen 
ennustamisessa (Lennernäs ym. 1996). Caco-2 solut pystyvät muodostamaan 
polykarbonaattifiltterille yksisolukerroksen ja solut erilaistuvat muistuttamaan suolen 
epiteeliä (Balimane ym. 2000). Solujen väleihin muodostuu tiiviitä liitoksia. Nämä 
ovat tiiviimpiä kuin ohutsuolessa ja muistuttavat paksusuolen muodostamaa 
fysiologista estettä. Solumallin avulla voidaan ennustaa passiivisesti solujen läpi 
kulkeutuvien lääkeaineiden in vivo kulkeutumista. Hitaasti ja epätäydellisesti 
imeytyvien lääkeaineiden kulkeutumisnopeudet Caco-2 solumallissa ja ohutsuolessa 
eivät vastaa yhtä hyvin toisiaan (Lennernäs ym. 1996). Parasellulaarisesti 
kulkeutuvan yhdisteen kulkeutumisnopeus Caco-2 solumallilla määritettynä voi olla 
jopa 30-80 kertaa pienempi verrattuna in vivo –tilanteeseen. Caco-2 solumallia 
voidaankin käyttää parasellulaarisen imeytymisreitin tunnistamiseen, mutta 
kulkeutumisnopeus ei korreloi in vivo –tilanteeseen.  
 
Caco-2 solumalli ilmentää monia eri kuljetinproteiineja. Kokonaisuudessaan sekä 
influksi- että efluksiproteiinien suhteellinen ilmentyminen vastaa Caco-2 soluissa 
hyvin ohutsuolen alkuosan tilannetta (Englund ym. 2006). Joidenkin 
kuljetinproteiinien ilmentyminen saattaa olla erilaista, esimerkiksi OATPB-
kuljetinproteiinia ilmentyy Caco-2 soluissa huomattavasti enemmän kuin 
ohutsuolessa. Vastaavasti BCRP-kuljetinproteiinia on merkittävästi vähemmän Caco-
2 soluissa kuin elimistössä. Erot ilmentymismäärissä pitää huomioida, kun pyritään 
ennustamaan aktiivisesti kulkeutuvien yhdisteiden in vitro – in vivo –vastaavuutta.
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7 TUTKIMUKSEN TARKOITUS 
 
Työssä tarkastellaan hydroklooritiatsidin soveltuvuutta BCS –biowaiver 
kandidaatiksi. Arviointi tehdään kokeellisen ja kirjallisuudesta löytyvän aineiston 
perusteella, jota verrataan tämänhetkisiin viranomaisvaatimuksiin. Kokeellisesti 
saatuja tuloksia ja niiden luotettavuutta pyritään arvioimaan kirjallisuuden avulla. 
Kokeellisesti työssä määritetään lääkeaineen liukoisuus sekä vapautumisnopeus 
markkinoilla olevasta valmisteesta pH:n funktiona. Suurimman yksittäisen 
kokonaisuuden muodostavat Caco-2 soluilla tehtävät kulkeutumiskokeet. Niiden 
tarkoituksena on selvittää kulkeutuuko hydroklooritiatsidi passiivisesti solukalvon 
läpi vai onko mukana myös aktiivista kuljetusta. Lisäksi soluvälien tiiviiden liitosten 
avaamisella pyritään selvittämään parasellulaarireitin osuutta solukalvon läpäisyssä. 
Tietokonemallinnuksella tarkastellaan miten lääkeaineen vapautumisnopeus 
valmisteesta vaikuttaa sen pitoisuuksiin plasmassa. Lisäksi hydroklooritiatsidin pKa- 
ja logD-arvot määritetään laskennallisesti ACD-Labs –ohjelmalla.   
 
 
8 KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
Varsinaisen kokeellisen laboratorio-osuuden lisäksi kokeelliseen osaan kuului 
kirjallisuuskatsaus, jonka tarkoituksena oli kerätä oleelliset tiedot 
hydroklooritiatsidin biowaiver-päätöksen tekemistä varten. Tietoa kerättiin 
esimerkiksi lääkeaineen kemiallisista ominaisuuksista, terapeuttisesta käytöstä ja 
ikkunasta sekä haittavaikutuksista. Lisäksi kirjallisuuden avulla selvitettiin 
hydroklooritiatsidin luokitus BDDCS -järjestelmän mukaan.  
 
Kirjallisuuskatsauksessa käytettiin pääasiassa PubMed, SciFinder ja Googlescholar –
tietokantoja. Artikkelihakujen keskeisimmät hakusanat olivat hydroklooritiatsidi, 
farmakokinetiikka, imeytyminen, permeabiliteetti, liukoisuus ja biologinen 
hyväksikäytettävyys sekä näiden erilaiset yhdistelmät. 
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8.1 Terapeuttinen käyttö 
 
Hydroklooritiatsidi (6-chloro-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzo-tiodiazine-7-
sulfonamide1,1 dioxide) on vanha ja paljon käytetty lääkeaine, joka syntetisoitiin 
1950-luvun loppupuolella (Platts 1959). Hydroklooritiatsidi kuuluu 
tiatsididiureetteihin. Sitä käytetään korkean verenpaineen sekä sydämen 
vajaatoiminnan, munuaissairauksien ja maksasairauksien aiheuttamien turvotusten 
hoitoon (Dollary 1991). Hydroklooritiatsidin vuorokausiannos riippuu 
käyttöaiheesta, mutta tavallisesti annos vaihtelee välillä 12,5 – 100 mg/vrk. Annos-
vaste kuvaaja on loiva ja maksimaalinen diureesin teho saavutetaan jo 12,5 - 25 mg:n 
annoksella (Beermann ja Groschinsky-Grind 1980; Dollary 1991).  
 
Tiatsidit estävät natriumin takaisinimeytymistä pääasiassa distaalisen 
munuaistiehyen alkuosassa estäen Na+,Cl- -kotransportterin toimintaa. Kyseinen 
kuljetinproteiini sijaitsee tiehyen apikaalisella kalvolla ja päästäkseen 
vaikutuspaikalleen, hydroklooritiatsidin pitää siis kulkeutua luumenin puolelle tai 
virtsaan (Hebert ym. 1996). Hydroklooritiatsidin vaikutuksesta natrium-, kalium- ja 
kloridi-ionien eritys elimistöstä lisääntyy. Myös magnesiumin ja veden eritys 
lisääntyy, mutta kalsiumin eritys vähenee. (Dollary 1991). Hydroklooritiatsidi lisää 
uraatin takaisinimeytymistä, joten uraatin plasmapitoisuus nousee.  
 
Hydroklooritiatsidin vakava yliannostus voi aiheuttaa elimistön kuivumista ja 
elektrolyyttien epätasapainoa, esimerkiksi vaikeaa hyponatremiaa (Dollary 1991). 
Hydroklooritiatsidin yleisiä haittavaikutuksia ovat elektrolyyttitasapainon häiriöiden 
lisäksi hyperurikemia, hyperglykemia sekä hyperlipidemia suurten annosten 
yhteydessä. Lisäksi huimausta, päänsärkyä ja väsymystä on raportoitu yleisesti.  
 
Suomessa markkinoilla on 25 ja 50 milligramman vahvuisia tabletteja sekä 
yhdistelmävalmisteita, joissa hydroklooritiatsidia on 12,5, 25 tai 50 milligrammaa 
(Fimea 2009). Yhdistelmävalmisteita on esimerkiksi β-salpaajien, kuten 
propranololin, metoprololin, sotalolin ja asebutololin kanssa sekä ACE-estäjien, 
kuten enalapriilin kanssa. Kyseisten lääkeaineiden kanssa ei siis ole merkittäviä 
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interaktioita. Suolen motiliteettia vähentävät lääkeaineiden on todettu lisäävän 
hydroklooritiatsidin imeytymistä (Beermann ja Groscinsky-Grind 1978). WHO:n 
BCS -luokituksessa hydroklooritiatsidin kerta-annos on 25 mg (WHO 2006). 
 
8.2 Hydroklooritiatsidin fysikokemialliset ominaisuudet 
 
Hydroklooritiatsidi on kemiallisesti pysyvä yhdiste eikä sillä esiinny polymorfiaa 
(Aceves-Hernández ym. 2006). Yhdiste on heikko happo, jossa on kaksi ionisoituvaa 
happoryhmää (kuva 8). Kokeellisesti määritettynä yhdisteen pKa-arvojen on 
raportoitu olevan 8,5 ja 9,6 (Avdeef ja Tsinman 2008). ACDLabs –ohjelmalla 
laskennallisiksi pKa-arvoiksi saatiin 8,95 ja 9,57. Hydroklooritiatsidi on siis 
fysiologisessa pH:ssa (7,4) lähes kokonaan neutraalissa molekyylimuodossa. 
Yhdisteen molekyylipaino on 297,7 g/mol ja logD pH alueella 1 - 8 on -0,07. 
Polaariseksi pinta-alaksi ACDLabs –ohjelmalla saatiin 135,12.  
 
 
 
Kuva 8. Hydroklooritiatsidin rakenne. 
 
8.3 Farmakokineettinen käyttäytyminen 
 
8.3.1 Imeytyminen ja jakaantuminen 
 
Suun kautta otettaessa hydroklooritiatsidin hyötyosuus vaihtelee välillä 60-80 % 
(Thiel-Demby ym. 2009). Terveillä vapaaehtoisilla tehdyssä tutkimuksessa iv-
annostelun yhteydessä 24 tunnin kuluttua virtsaan oli erittynyt 100 % muuttumatonta 
lääkeainetta. Suun kautta otetun annoksen jälkeen erittynyt osuus oli keskimäärin 60-
70 % (Anderson ym. 1961). Beermann ym. (1976) tutkivat hydroklooritiatsidin 
imeytymista antamalla leimattua 14C –hydroklooritiatsidia terveille vapaaehtoisille. 
Koehenkilöille asetettiin näytteenottoputki nenän kautta ruuansulatuskanavaan ja sen 
avulla näytteitä imettiin ruuansulatuskanavan alkuosasta kolmen tunnin ajan 
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lääkeaineliuoksen ottamisen jälkeen. Tutkimuksen mukaan hydroklooritiatsidia 
imeytyi mahasta noin 2-8 % ja pohjukaissuolen lopussa annoksesta oli imeytynyt 
yhteensä 13-27 %. Tyhjäsuolen alkuosassa (110-150 cm etäisyydellä nenästä) 
imeytynyt kokonaismäärä vaihteli välillä 42-59 %. Suurin osa hydroklooritiatsidista 
siis imeytyi ohutsuolen alkuosasta. Laskennallisesti arvioituna peräsuoleen 
annostellun hydroklooritiatsidin hyötyosuus on noin 13 % (Tannergren ym. 2009).    
 
Hydroklooritiatsidin imeytymisen ja plasmapitoisuuden on todettu olevan annoksesta 
riippumatonta terapeuttisilla kerta-annoksilla, 12,5 - 100 mg (Beerman ja 
Groschinsky-Grind 1978, Shah ym. 1983). Myös virtsaan muuttumattomana 
erittyneen lääkeaineen osuus on 25, 50, 100 ja 200 milligramman annoksella on 
riippumaton annoksesta (Patel ym. 1984).  
 
Suun kautta otettaessa plasman huippupitoisuudet saavutetaan keskimäärin 2 tunnin 
kuluttua annostelusta (Dollary 1991). 40 – 64 % hydroklooritiatsidista sitoutuu 
proteiineihin. Yhdiste kertyy punasoluihin ja se läpäisee istukan mutta ei 
veriaivoestettä. Hydroklooritiatsidin jakaantumistilavuus on 3 – 4 l/kg. 
Jakautumisvaiheen takia hydroklooritiatsidin systeemikinetiikka noudattaa 2-
tilamallia. Tasapaino punasolujen ja plasman välillä saavutetaan neljässä tunnissa 
(Beermann ja Groschinsky-Grind 1977).  
 
Ruoan vaikutuksesta hydroklooritiatsidin imeytymiseen on ristiriitaisia tietoja. 
Eräässä tutkimuksessa ruoka vähensi 50 milligramman tabletista imeytyneen 
lääkeaineen pitoisuutta plasmasta merkittävästi (Barbhaiya ym. 1982). Myös virtsaan 
erittyneen lääkeaineen määrä pieneni, mutta ero ei ollut yhtä merkittävä. Toisessa 
tutkimuksessa ruoka päinvastoin lisäsi imeytyneen ja erittyneen lääkeaineen määrää 
(Beermann ja Groschinsky-Grind 1978).  
 
8.3.2 Erittyminen 
 
Hydroklooritiatsidi ei metaboloidu vaan imeytynyt osuus erittyy lähes täydellisesti (≥ 
95 %) muuttumattomana virtsaan (Beermann ja Grochinsky-Grind 1977). Pieni osa 
hydroklooritiatsidista metaboloituu 2-amino-4-kloori-m-bentseenidisulfonamidiksi 
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(Okuda ym 1987). Yhdisteen munuaispuhdistuma on noin 300 ml/min (Barbhaiya 
ym. 1982), joten eritys tapahtuu sekä suodattumalla että aktiivisen sekreetion avulla. 
Aktiivinen eritys vaikuttaa myös siihen, että yhdiste pääsee vaikutuspaikkaansa 
distaalisen tiehyen apikaalipuolelle (Uwai ym. 2000). HCT kulkeutuu munuaisiin 
orgaanisten anioinitransportterien OAT1/OAT3 avulla ja erittyy edelleen virtsaan 
MRP4:n ja jonkin toistaiseksi tuntemattoman kuljetinproteiinin avulla (Hasegawa 
ym. 2007). Soluunotto basolateraalisella puolella on erittymisen nopeutta rajoittava 
tekijä. Myös OAT4:n on todettu erittävän hydroklooritiatsidia virtsaan ja se aiheuttaa 
samanaikaisesti uraatin takaisinimeytymisen (Hagos ym. 2007).  
 
Hydroklooritiatsidin eliminaation puoliintumisajan on raportoitu vaihtelevan välillä 2 
- 15 h (Beermann ja Grochinsky-Grind 1977, Welling 1986). Vaihtelua selittää se, 
että kaikissa tutkimuksissa ei ole otettu huomioon kaksivaiheista eliminaatioprofiilia. 
Yhdiste vapautuu kudoksista hitaasti, eliminaation ensimmäisen vaiheen (α) 
puoliintumisaika on noin 2,5 tuntia ja toisen vaiheen (β) 8 - 12 tuntia (Dollary 1991).    
 
8.4 Imeytymiseen vaikuttavat apuaineet 
 
Tableteissa tavallisesti käytettyjen apuaineiden vaikutusta hydroklooritiatsidin 
kulkeutumiseen ohutsuolen solukalvon läpi on tutkittu Caco-2 soluilla (Rege ym. 
2001). Laktoosi, hydroksipropyylimetyyliselluloosa (HPMC), propyleeniglykoli, 
polyetyleeniglykoli (PEG) 400 ja etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA), eivät 
vaikuttaneet hydroklooritiatsidin kulkeutumiseen tableteissa esiintyvillä 
pitoisuuksilla. Polysorbaatti (Tween) 80 sen sijaan lisäsi basolateraaliseen suuntaan 
tapahtuvaa kulkeutumista. Tween 80 estää P-glykoproteiinia, joten kulkeutumisen 
lisääntyminen johtui luultavasti P-gp:n tai sen kaltaisen efluksisysteemin estosta. 
Koska hydroklooritiatsidi imeytyy ohutsuolen alkuosasta, apuaineet jotka 
nopeuttavat lääkeaineen kulkeutumista ohutsuolessa voivat taas vähentää 
imeytymistä. 
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9 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
9.1 Näytteiden analysointi UV-levynlukijalla 
 
Lääkeineen liukoisuus-, kulkeutumis- ja vapautumistutkimusten näytteet analysoitiin 
UV-levynlukijalla (Varioskan, Thermo Electron corporation, Finland).  
Hydroklooritiatsidia ja propranololia sisältävät näytteet analysoitiin määrittämällä 
näytteiden absorbanssi, jonka jälkeen lääkeainepitoisuus laskettiin standardisuoran 
(pitoisuus – absorbanssi) avulla. Hydroklooritiatsidin detektioalarajaksi saatiin 0,05 
µg/ml ja absorbtio oli lineaarista vielä pitoisuudella 22µg/ml. Hydroklooritiatsidi-
näytteiden absorptiomaksimi oli kohdassa 272 nm (kuva 9) ja se pysyi samana 
kaikissa käytetyissä liuoksissa.  
 
Sekä liukoisuus- että vapautumistutkimuksissa näytteiden hydrokloori-
tiatsidipitoisuus laskettiin absorptiomaksimin avulla. Laskuissa huomioitiin puskurin 
ja mahdollisten epäpuhtauksien aiheuttama absorbanssi vähentämällä nämä 
lääkeaineen aiheuttamasta absorbanssista. Solukokeissa näytteiden pitoisuudet 
laskettiin saman periaatteen mukaan, mutta koska pitoisuudet jäivät hyvin pieniksi, 
määritys tehtiin aallonpituuksien 270-272 nm yhteenlaskettujen absorbanssien avulla  
 
Propranololilla standardisuora tehtiin pitoisuusvälille 0,125-6 µg/ml. Propranololin 
absorptiospektri skannattiin aallonpituusalueella 240-340 nm ja absorptiomaksimi oli 
kohdassa 292 nm. Propranololia käytettiin vain solukokeissa ja näytteiden 
pitoisuudet laskettiin standardisuoran avulla aallonpituusvälillä 292-294 nm. 
Absorptiospektreistä korjattiin hydroklooritiatsidin tavoin mahdollinen absorptiota 
lisäävä tausta. 
 
Lucifer yellown pitoisuusmäärityksissä käytettiin hyväksi fluoresenssia, 
eksitaatioaallonpituutena oli 430 nm ja emissioaallonpituutena 540 nm. 
Standardisuora tehtiin pitoisuusalueelle 0,01-11,3 µg/ml.   
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a) 
 
 
b) 
 
Kuva 9. a) Hydroklooritiatsidin absorptiospektri aallonpituusvälillä 240-350 nm.  
b) Propranololin absorptiospektri aallonpituusvälillä 240-340 nm.  Väliaineena 
molemmissa spektreissä on solukokeissa käytetty puskuri (HBSS-Hepes 10 mM, pH 
7,4). 
 
9.2 Liukoisuustutkimukset 
 
Hydroklooritiatsidin liukoisuus määritettiin lämpötilassa 37 ± 1 ºC sekä ravistelu–
menetelmällä (shake flask) että 96-kuoppalevymenetelmällä. Liukoisuus määritettiin 
standardoiduissa liuoksissa, jotka valmistettiin USP:n (The United States 
Pharmacopeia, 2005) mukaisesti. Liuosten puskurikapasiteetit ja ionivahvuudet 
olivat keskenään samankaltaiset, jolloin niiden vaikutus liukoisuuteen voitiin 
minimoida. Käytettyjen liuosten pH:t olivat 1,2 (HCl-liuos), 4,5 (asetaattipuskuri), 
6,8 (fosfaattipuskuri) ja 7,4 (fosfaattipuskuri).  
 
Kummallakin menetelmällä saadut liukoisuustulokset on esitetty ottaen huomioon 
sekä WHO:n, EMEA:n että FDA:n vaatimukset biowaiver-arviointiin. Liuennut 
pitoisuus eri puskureissa on esitetty ajan funktiona. Lisäksi on laskettu 
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annos/liukoisuus (D/S) -suhteet suurimmalle markkinoilla olevalle tabletille (50 mg). 
BCS luokituksen mukaan lääkeaine on hyvin liukeneva, jos tämä suhde on ≤ 250 ml.  
 
9.2.1 Ravistelumenetelmä 
 
Tasapainoliukoisuuden määrityksessä ravistelu- eli shake flask –menetelmän 
sekoitus-/ ravisteluaika on perinteisesti ollut 24 - 48 tuntia. Lyhyempiä 
sekoitusaikoja on tutkittu, eikä hydroklooritiatsidin liukoisuudessa ole todettu 
merkittävää muutosta kuuden tunnin sekoituksen jälkeen (Baka ym. 2008). Tämän 
perusteella sekoitusaika lyhennettiin kuuteen tuntiin. Lyhyempää sekoitusaikaa 
puoltaa myös se, ettei tarkoituksena ollut määrittää lopullista tasapainoliukoisuutta, 
vaan BCS-luokitukseen riittävä liukoisuus.    
 
Baka ym. (2008) ovat kuvanneet artikkelissaan perinteisen shake flask –menetelmän 
suorituksen. Lyhyesti kuvattuna liukoisuusmittaukset suoritettiin seuraavasti. 
Väliaineet (20 ml) lämmitettiin moniasemakiteyttimessä (Variomag, telemodul 40 
CT) 37±1 ºC asteisiksi. Tämän jälkeen hydroklooritatsidia lisättiin, kunnes näkyvissä 
oli selvästi liukenematonta lääkeainetta. Lisätty lääkeainemäärä (35 mg), oli sama 
jokaisessa pH:ssa. Lisäyksen jälkeen lääkeainesuspensiota sekoitettiin 
magneettisekoittimen avulla (100rpm) kokeen loppuun asti. Kokeen aikana 
lämpötilaa ja pH:ta tarkkailtiin. Näytteet otettiin 1, 2, 3, 4 ja 6 tunnin kuluttua kokeen 
aloittamisesta. Näytteet suodatettiin ruiskusuodattimella (Sartorius, huokoskoko 
0,45µm), laimennettiin standardisuoran pitoisuusalueelle ja analysoitiin UV-
levynlukijalla (Varioskan, Thermo Electron corporation, Finland) välittömästi 
näytteenoton jälkeen.  
 
9.2.2 96-kuoppalevymenetelmä 
 
Hydroklooritiatsidin tasapainoliukoisuus lämpötilassa 37 ± 1 ºC määritettiin myös 
Heikkilän ym. (2009) kehittämän 96-kuoppalevymenetelmän avulla. Menetelmä on 
vähemmän työläs suorittaa kuin perinteinen ravistelumenetelmä ja lisäksi siinä 
tarvitaan huomattavasti vähemmän tutkittavaa lääkeainetta. Menetelmässä on kolme 
vaihetta. Hydroklooritiatsidista valmistettiin metanolikantaliuos (3,5 mg/ml), jota 
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pipetoitiin kuoppiin. Metanolin annettiin haihtua yön yli, jonka jälkeen kiinteän 
lääkeaineen päälle pipetoitiin haluttua liuotinta. Näin 96-kuoppalevyn kuoppiin 
saatiin kiinteää lääkeainetta ja liuotinta samassa suhteessa kuin 
ravistelumenetelmässä.       
 
Kokeen ajan 96-kuoppalevyä ravisteltiin (600 rpm, 37 ºC). Tällä ravistelunopeudella 
nestepintojen on todettu käyttäytyvän samoin kuin ravistelumenetelmässä (Heikkilä 
ym 2009). Näytteet otettiin samoina ajanhetkinä kuin ravistelumenetelmässä, eli 1, 2, 
3, 4 ja 6 tunnin kuluttua kokeen alkamisesta. Ennen näytteenottoa levyä 
sentrifugoitiin 15 minuutin ajan (3000 rpm, 37 ºC), jotta liukenematon lääkeaine 
painui kuopan pohjalle. Näytteet laimennettiin standardisuoran pitoisuusalueelle ja 
analysoitiin välittömästi UV-levynlukijalla (Varioskan, Thermo Electron 
corporation, Finland). 
 
9.3 Kulkeutumiskokeet Caco-2 soluilla 
 
9.3.1 Solujen ylläpitäminen ja siirrostaminen 
 
Hydroklooritiatsidin solukalvojen läpäisyn tutkimisessa käytettiin Caco-2 soluja 
(human colorectal carcinoma cells). Soluja kasvatettiin ja ylläpidettiin 
soluinkubaattorissa, jossa olosuhteet olivat 37 ºC, 5 % CO2, 95 % suhteellinen 
kosteus (Heracell 150, Thermo Elecctron Corporation). Käytetty kasvatusmedium 
sisälsi D-MEM –liuoksen (Dul becco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco 41966) 
lisäksi 10 % lämpökäsittelyn avulla inaktivoitua vasikan sikiön seerumia (Heat 
Inactivated Fetal Bovine Serum, FBS), 1 % penisilliini-streptomysiini –liuosta, 1% 
aminohappoja (Non Essential Amino Acids in MEM) ja 1 % l-glutamiinia.  
 
Solujen elatusliuos vaihdettiin kolme kertaa viikossa. Solujen lisääntymistä ja 
solukerroksen muodostumista kasvatuspullossa (75 cm2, Sarstedt Inc. ) tarkasteltiin 
mikroskoopin avulla. Kun solukerros peitti pullon pohjasta noin 80 – 90 %, solut 
irrotettiin ja jaettiin trypsiini (0,25 %) - EDTA (0,5mM) -liuoksen avulla. Solut 
jaettiin noin viikon välein, jotta erilaistumista ei ehtinyt tapahtua.   
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Kulkeutumiskokeita varten solut siirrostettiin 12-kuoppalevyn (Traswell, 3401) 
polykarbonaattifilttereille solutiheydellä 6,8 x 104 solua /cm2. Käytettyjen filttereiden 
huokoskoko oli 0,4µm ja pinta-ala 1,1 cm2. Elatusliuos vaihdettiin kolme kertaa 
viikossa (kuva 10) ja solujen annettiin kasvaa ja erilaistua yksisolukerrokseksi 
vähintään 21 päivän ajan. Kokeissa käytettyjen solujen jakoluku (pasage number) oli 
37 – 39 ja solukerrokset käytettiin 21 - 25 päivän kuluttua siirrostamisesta. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Polykarbonaattifiltterin päällä 
kasvava solukerros
Basolateraalinen  
kammio 
Apikaalinen  
kammio 
12 kuoppalevy (Transwell) 
 
Kuva 10. 12-kuoppalevyllä kasvavia solukerroksia. Meneillään mediumin vaihto. 
(Muokattu: Siissalo 2009) 
 
9.3.2 Solukerroksen muodostuminen  
 
Solukerroksen muodostumista tarkasteltiin sähköisen vastusarvon kehittymisen 
avulla (Transepithelial Electrical Resistance, Teer,  Ωcm2). Teer-arvot mitattiin 
ensimmäisen kerran neljäntenä päivänä siirrostuksesta ja tämän jälkeen muutaman 
kerran elatusliuoksen vaihdon yhteydessä. Teer-arvot määritettiin 
tikkuresistanssimittarilla (Evom, World Precision Instruments, Inc, USA). Mittaus 
tehtiin jokaisesta kuopasta kolme kertaa ja saaduista arvoista laskettiin keskiarvo. 
Solukerroksen aiheuttama sähköinen vastus saatiin vähentämällä mitatusta 
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kokonaisvastuksesta polykarbonaattikalvon (filtterin) vastus, joka tässä 
tutkimuksessa oli keskimäärin 110 Ωcm2. Saatu arvo kerrottiin kalvon pinta-alalla 
1,1 cm2 (yhtälö 3). Solukerroksia, joiden Teer-arvo oli yli 250 Ωcm2, pidettiin 
tarpeeksi tiiviinä ja yhtenäisinä kulkeutumiskokeen suoritusta varten (Siissalo 2009). 
 
Teersolukerros = (Teer filtteri, jossa soluja – Teerpelkkä filtteri) x pinta-ala       (yhtälö 3) 
 
9.3.3 Tulosten laskeminen 
 
Solukerroksen läpi kulkeutuneen lääkeaineen kumulatiivinen määrä laskettiin 
jokaisen kuopan kohdalla erikseen ja ne kuvattiin ajan funktiona. Kokeet tehtiin sink-
olosuhteissa, jolloin lääkeaineen kulkeutumisnopeus (dQ/dt, flux) saatiin suoran 
kulmakertoimesta. Näennäiset permeabiliteettikertoimet (Papp) laskettiin yhtälön 4 
avulla. Yhtälössä dQ/dt on kulkeutumisnopeus, C0 alkuperäinen lääkeainepitoisuus 
luovuttajatilassa ja A solukerroksen pinta-ala.   
 
 Papp = dQ/dt x 1/(A x C0)  Yhtälö 4 
 
Massatasapainot (mass balance, %) laskettiin lisäämällä solukerroksen läpi 
kulkeutuneeseen ainemäärään se lääkeainemäärä, joka oli kokeen lopussa jäljellä 
luovuttajatilassa. Saatua ainemäärää verrattiin alkuperäiseen luovuttajatilan 
ainemäärään. Massatasapainon avulla voitiin tarkastella tulosten luotettavuutta ja 
sitä, kuinka paljon lääkeaineesta mahdollisesti jää polykarbonaattikalvoon tai 
solukalvon sisään. 
 
9.3.4 Koe 1: Näennäisen permeabiliteettikertoimen määritys      
 
Hydroklooritiatsidin kulkeutuminen määritettiin molempiin suuntiin, eli apikaali → 
basolateraali (AP-BL) ja basolateraali → apikaali (BL-AP). Määritykset tehtiin 
kolmen kertaluokan pitoisuutena: suurin suun kautta otettava annos 50 mg / 250 ml x 
1, x 0,1 ja x 0,01. Pitoisuuksina kokeissa oli siis 0,2 mg/ml (672µM), 0,02 mg/ml 
(67,2 µM) sekä 0,002 mg/ml (6,72µM). Solukerroksen läpäisseet lääkeainemäärät 
määritettiin ajan funktiona. Tulosten tulkinnassa lähtökohtana oli se, että jos 
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näennäinen permeabiliteettikerroin (Papp) on riippumaton lähtöpitoisuudesta ja 
kulkeutumissuunnasta, lääkeaineen voidaan olettaa kulkeutuvan solukalvon läpi 
passiivisesti. 
Kulkeutumiskokeissa väliaineena käytettiin HBSS –elektrolyyttiliuosta (Hank’s 
balanced salt solution), johon lisättiin Hepes-puskuria pitoisuudella 10 mM (Hepes, 
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid ). Koska hydroklooritiatsidin 
kulkeutumisen solukalvon läpi on todettu olevan pH:sta riippumaton (Yamashita ym. 
2000), puskurin pH sekä apikaalisessa että basolateraalisessa tilassa säädettiin 
natriumhydroksidin (NaOH) avulla arvoon 7,4.   
Ennen koetta elatusliuos poistettiin ja solut pestiin kaksi kertaa HBSS-Hepes - 
puskurilla. Pesun jälkeen solukerrosten annettiin tasapainottua puskurin kanssa 30 
minuutin ajan, jonka jälkeen mitattiin solukerrosten Teer-arvot. Koe aloitettiin 
korvaamalla kulkeutumissuunnasta riippuen joko apikaalinen tai basolateraalinen 
puskuri lääkeaineliuoksella. 12-kuoppalevyt pidettiin kokeen ajan sekoittajassa (37 
ºC, 100 rpm, Heidolph, Titramax 1000).  Näytteet (200 µl) kerättiin jokaisesta 
kuopasta 60, 90, 135 ja 180 minuutin kuluttua siitä, kun solut oli saatettu 
kosketuksiin lääkeaineliuoksen kanssa. Otettu näytetilavuus korvattiin puskurilla 
välittömästi. Kokeen kesto oli kolme tuntia, koska hydroklooritiatsidi kulkeutuu 
solukalvon läpi hitaasti ja mahdollisimman suurilla näytteenottoväleillä varmistettiin, 
että näytteiden pitoisuudet pystyttiin määrittämään UV-levynlukijalla.  
 
Solukerrosten yhtenäisyyden varmistamiseksi omilla kuopilla tutkittiin myös 
parasellulaarisen merkkiaineen kulkeutumista. Merkkiaineeksi valittiin lucifer 
yellow, koska sen on todettu kulkeutuvan parasellulaarisesti ja sen käsittely on 
helpompaa kuin radioaktiivisen mannitolin (Hubatsch ym. 2007). Lucifer yellow:n  
kulkeutuminen Caco-2 solukerroksen läpi tutkittiin pitoisuudella 250 µM ja kokeet 
suoritettiin samoin kuin hydroklooritiatsidin kohdalla.  
 
Lääkeaineen kulkeutumiskokeen jälkeen jokaisen yksittäisen solukerroksen 
yhtenäisyys varmistettiin Teer-arvon lisäksi 60 minuutin lucifer yellow (250 µM) 
kulkeutumiskokeella. Kokeisiin hyväksyttiin sellaiset solukerrokset, joiden 
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sähköinen vastus (Teer) ennen koetta oli yli 250 Ωcm2. Jos Teer-arvo laski kokeen 
aikana alle 250 Ωcm2, tulosten hylkäämisestä päätettiin lucifer yellow:n 
läpäisevyyden perusteella. Jos 60 minuutissa solukerroksen läpi kulkeutuneen lucifer 
yellown ainemäärä ylitti selkeästi keskimääräisen, kyseisellä solukerroksella saadut 
tulokset hylättiin.  
   
9.3.5 Koe 2: Tiiviiden liitosten vaikutus kulkeutumiseen  
 
Solunulkoisen kalsiumpitoisuuden on raportoitu olevan yhteydessä tiiviiden liitosten 
eheyteen niin, että kalsiumpitoisuuden pienentäminen avaa tiiviitä liitoksia 
(Artursson ja Magnusson 1990). Tässä tutkimuksessa liitosten tiiviyteen pyrittiin 
vaikuttamaan inkuboimalla solukerroksia 60 minuutin ajan HBSS-10mM Hepes –
puskurissa, johon oli lisätty etyleenidiamiinitetraetikkahappoa (EDTA) pitoisuudella 
2,5 mM. Kyseisen pitoisuuden on todettu avaavan tiiviitä liitoksia tehokkaasti mutta 
palautuvasti. Kun muutos on palautuva, solukerros pysyy yhtenäisenä, eivätkä solut 
irtoa kasvualustastaan tai kuole (Artursson ja Magnusson 1990, Noach ym. 1993).  
 
Tiiviiden liitosten avaamisen vaikutusta hydroklooritiatsin kulkeutumiseen 
solukalvon läpi tutkittiin basolateraaliseen (AP-BL) suuntaan pitoisuudella 0,2 
mg/ml (672 µM). Saatua näennäistä permeabiliteettiarvoa verrattiin 
käsittelemättömällä solukerroksella saatuun Papp-arvoon. Kulkeutumisen 
lisääntymistä verrattiin lisäksi parasellulaarisen merkkiaineen (lucifer yellow) 
kulkeutumisen muuttumiseen EDTA-käsittelyn yhteydessä.  Koe tehtiin myös 
transsellulaariselle merkkiaineelle, propranololille, jotta voitiin sulkea pois käsittelyn 
vaikutus transsellulaariseen kulkeutumiseen.  
 
Koe aloitettiin poistamalla kasvatusmedium, jonka jälkeen solut pestiin kaksi kertaa 
HBSS-10mM Hepes-puskurilla (pH7,4). Tämän jälkeen sekä apikaaliseen että 
basolateraaliseen tilaan lisättiin HBSS-10mM Hepes- 2,5 mM EDTA -liuosta. 
Solukerroksia inkuboitiin ilman ravistelua 60 minuuttia (37 ºC, Heidolph, Titramax 
1000). Inkuboinnin jälkeen solut pestiin ja basolateraaliseen tilaan lisättiin HBSS-
10mM Hepes –puskuriliuosta (pH 7,4). Apikaaliseen tilaan lisättiin tutkittavaa 
lääkeaineliuosta. Kokeen ajan solukerrokset pidettiin sekoittajassa (37 °C, 100 rpm, 
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Heidolph, Titramax 1000). Näytteet otettiin basolateraalisesta tilasta 10, 20, 30 ja 45 
minuutin kuluttua kokeen alkamisesta ja näytetilavuus korvattiin käytetyllä 
puskurilla välittömästi. 
 
Kokeen jälkeen solukerrokset pestiin kolme kertaa, jonka jälkeen puskuri vaihdettiin 
elatusliuokseen. Solukerrosten vastusarvot mitattiin vielä seuraavana päivänä, jotta 
voitiin varmistua siitä, että EDTA-käsittelyn vaikutus tiiviisiin liitoksiin oli 
palautuva eikä soluja ollut kuollut tai irronnut käsittelyn vaikutuksesta.  
 
9.4 Vapautumisnopeuden määritys valmisteesta      
 
Hydroklooritiatsidin vapautumisnopeus markkinoilla olevasta tabletista (Hydrex® 50 
mg, Orion) määritettiin lapamenetelmällä (USP apparatus II, Sotax AT 7) 
lämpötilassa 37 ± 0,5 °C. Lapamenetelmää pidettiin sopivana, koska tutkittava 
tabletti pysyi hyvin dissoluutioastian pohjalla, eikä toisaalta muodostanut sinne 
liukenemista hidastavaa aggregaattia. Tutkittavaksi valmisteeksi valittiin suurin 
Suomen markkinoilla oleva vahvuus, eli 50 mg. Liuoksina käytettiin samoja USP:n 
(2005) mukaisia liuoksia kuin liukoisuuskokeissa. Liuosten pH-arvot olivat 1,2; 4,5 
ja 6,8 ja käytetty tilavuus oli 900 ml.  
 
Ennen tablettien lisäämistä liuokset lämmitettiin koelämpötilaan (37 ± 0,5°C). 
Tabletin lisäyksen aikana sekoitus keskeytettiin, jotta tabletti sai painua rauhassa 
astian pohjalle. Jokaisessa pH:ssa tehtiin kuusi rinnakkaista määritystä, joista kolme 
tehtiin kerralla. Näytteet otettiin aikapisteissä 5, 10 15, 30 ja 45 minuuttia. Näytteet 
suodatettiin ruiskusuodattimella (Sartorius, huokoskoko 0,45µm), laimennettiin 
standardisuoran pitoisuusalueelle ja analysoitiin kokeen loputtua.  
 
9.5 Tietokonemallinnus 
 
Hydroklooritiatsidin kulkeutumista ruuansulatuskanavassa simuloitiin 
tietokonemallituksen avulla. Mallituksen tekemiseen käytettiin Stella® 9.0.1 –
ohjelmistoa (High Performance Systems, Hannover, NH). Tarkoituksena oli 
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selvittää, miten tabletin lääkeaineen vapautumisnopeus valmisteesta vaikuttaa 
hydroklooritiatsidin pitoisuuksiin plasmassa. Mallitus tehtiin myös liuokselle. 
Simulaatioissa käytettiin perustana CAT-mallia (Compartment Absorption and 
Transit model) (Yu ym. 1996). Lääkeaineen jakautumisvaihe jätettiin huomioimatta, 
koska kirjallisuudesta ei löytynyt iv-dataa, jonka avulla jakautumisvaiheen 
nopeusvakiot olisi saatu ratkaistua. 
 
CAT-mallissa ohutsuoli on jaettu seitsemään osaan, joiden lisäksi mahalaukku ja 
paksusuoli muodostavat kumpikin oman tilansa (kuva 11). Mallissa ensimmäinen 
tilan ensimmäinen puolisko vastaa pohjukaissuolta, tyhjäsuolta kuvaa vastaavasti 
ensimmäisen tilan toinen puolisko sekä toinen ja kolmas tila. Loput (4.-7.) tilat 
kuvaavat ohutsuolen loppuosan sykkyräsuolta.  
 
Mallissa oletettiin, että lääkeaine vapautuu ja liukenee valmisteesta sekä mahassa että 
ohutsuolessa. Tällöin valmisteen tyhjenemistä mahasta kuvaa paremmin moniosaisen 
kuin yksiosaisen valmisteen tyhjenemisnopeus. Lääkeaineen kulkeutumisnopeuden 
ohutsuolessa (kt, h-1) on todettu olevan riippumaton lääkemuodosta (Davis ym. 
1986), joten sekä liuenneen että liukenemattoman lääkeaineen kohdalla voitiin 
käyttää samaa arvoa koko ohutsuolen alueella (taulukko 4). Mallissa imeytyminen 
tapahtuu ainoastaan ohutsuolesta ja sen nopeus määräytyy ensimmäisen asteen 
nopeusvakion (ka, h-1) mukaan. Imeytymisen nopeusvakio (ka) laskettiin yhtälön 5 
avulla (Linnankoski ym. 2006). Hydroklooritiatsidin log D pH:ssa 6,0 on -0,07 ja 
polaarinen pinta-ala (PSA) on ACDLabs-ohjelmalla laskettuna 135,12. Imeytymisen 
nopeusvakioksi (ka) saadaan näin ollen 0,46 h-1. Saatu arvo on samansuuntainen 
muiden huonosti kulkeutuvien yhdisteiden ka-arvojen kanssa, joiden on todettu 
olevan välillä 0,1-0,8 h-1 (Kortejärvi ym. 2007). 
 
log ka = 0,623 + 0,154 log D6,0 – 0,007 PSA yhtälö 5 
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kiinteä mahassa
Liuos mahassa
kiinteä 1
kiinteä 2
kiinteä 3
kiinteä 4
kiinteä 5
kiinteä 6
kiinteä 7
Liuos 1
Liuos 2
Liuos 3
Liuos 4
Liuos 5
Liuos 6
Liuos 7
Plasma
paksusuoli
Eliminoitunut
Dissoluutio mahassa
Dissoluutio 1
Dissoluutio 2
Dissoluutio 3
Dissoluutio 4
Dissoluutio 5
Dissoluutio 6
Dissoluutio 7
GE
Kt1 12
Kt1 23
Kt1 34
Kt1 45
Kt1 56
Kt1 67
mahan ty hjenemisnopeus2
kt2 12
kt2 23
kt2 34
kt2 45
kt2 56
kt2 67
Kt1 7ps
eliminaationopeus
Imey ty minen 1
Imey ty minen 2
Imey ty minen 3
Imey ty minen 4
Imey ty minen 5
Imey ty minen 6
Imey ty minen 7
V d
Kt1
kd ka
kel
liuos paksusuoli
Kt2 7ps
Dissoluutio 8
CplasmaKt2
Kge liuos
t12
 
Kuva 11. Stella® -ohjelmalla rakennettu tietokonemalli, jota käytettiin tabletin 
plasmapitoisuuksen simuloinnissa. Mallin avulla tarkasteltiin lääkeaineen 
vapautumisnopeuden (dissoluutio) kd vaikutusta hydroklooritiatsidin pitoisuuteen 
plasmassa. 
 
BCS-luokituksen lääkeaineen nopeaa vapautumista (≥85 % 30 minuutissa) 
valmisteesta vastaa kd -arvo 4 h-1 (Kortejärvi ym. 2007). 5,5 h-1 huomioi 
biowaivereille sallitun vaihtelun liukenemisnopeudessa ja 7,6 h-1 vastaa erittäin 
nopean (≥85 % 15 minuutissa) vapautumisen ja liukenemisen vaatimusta. Koska 
liukeneminen in vivo on kuitenkin hitaampaa kuin in vitro, käytettiin 
korjauskerrointa ja teoreettiset arvot jaettiin kahdella. Käytetyt arvot olivat siis 2, 
2,75 ja 3,8 h-1 (taulukko 4).  
 
51 
 
Taulukko 4. Simulaatioissa käytetyt parametrit ja niiden arvot.  
Symboli Parametri Käytetty arvo Lähde 
kge liuos Liuoksen 
tyhjenemisnopeus 
mahasta 
3,5 h-1 Kortejärvi ym. 
2007 
GE Moniosaisen 
valmisteen 
tyhjenemisnopeus 
mahasta 
51 % annoksesta 
tunnissa 
Kortejärvi ym. 
2007 
kiinteä:kt112, kt1 23,  
kt134 jne. 
liuos:kt212,kt223 jne 
Kulkeutuminen 
ohutsuolessa 
2,1 h-1 Kortejärvi ym. 
2007 
 Nestetilavuus 
mahassa 
ei huomioitu  
 Nestetilavuus 
ohutsuolessa 
250 ml  
kd Lääkeaineen 
vapautumisnopeus 
(dissoluutio) 
2 h-1, 2,75 h-1,  
3,8 h-1 
Kortejärvi ym. 
2007 
ka Imeytyminen 
ohutsuolessa 
0,46 h-1 Linnankoski ym. 
2006 
t1/2 Puoliintumisaika 6,4 h Niemeyer ym. 
1983 
Vd Jakaantumistilavu
us 
3,5 l/kg 
(laskettu 70 kg:n 
painoiselle) 
Beerman ja 
Groschinsky-Grind 
1980 
 
Eri lääkeaineen vapautumisnopeuksilla saatuja teoreettisia lääkeaineen pitoisuuksia 
plasmassa verrattiin liuokseen keskeisten parametrien eli Cmax, tmax ja AUC-arvojen 
avulla. Biologisen samanarvoisuuden toteamisessa käytettävää 90 prosentin 
luottamusväliä ei huomioitu, koska kyseessä on teoreettinen mallinnus ja edellä 
mainituille parametreille saatiin vain yhdet arvot. 
 
 
10 TULOKSET 
 
10.1 Liukoisuus 
 
Tässä työssä hydroklooritiatsidin liukoisuus määritettiin käyttäen USP:n mukaisesti 
valmistettuja liuoksia (pH 1,2; 4,5; 6,8; 7,4). Saadut liukoisuudet ajan funktiona on 
esitetty kuvassa 12. Taulukossa 5 on lisäksi esitetty annos/liukoisuus –suhteet. 
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Liuosten pitoisuudet määritettiin tunnin välein, mutta pH:ssa 1,2 ja 4,5 lämpötila ei 
pysynyt vaadituissa rajoissa (37 ± 1 °C) 3. ja 4. tunnin välillä. Jotta tulokset olisivat 
luotettavia, kyseiset aikapisteet hylättiin. Kaikista tutkituista pH-arvoista on esitetty 
vertailun vuoksi samat aikapisteet, eli 1, 2, 5 ja 6 tunnin kohdalla tehdyt 
pitoisuusmääritykset.  
 
Ravistelumenetelmällä määritettynä hydroklooritiatsidin liukoisuus kuuden tunnin 
sekoituksen jälkeen vaihteli tutkituissa pH-arvoissa välillä 1,22 - 1,27 mg/ml. 96-
kuoppalevymenetelmällä määritetyt liukoisuudet jäivät pienemmiksi ja ne vaihtelivat 
välillä 0,79 - 0,92 mg/ml. Työssä ei ollut tarkoituksena selvittää lääkeaineen 
kokonaisiukoisuutta vaan selvittää BCS-luokitus (hyvin / huonosti liukeneva) ja tämä 
saatiin selville jo kahden tunnin sekoituksen jälkeen.  
 
 
 
Kuva 12. Hydroklooritiatsidin keskimääräiset liukoisuudet ravistelu- ja 96-
kuoppalevymenetelmällä määritettynä (mg/ml, n=3). Virhepalkit esittävät minimi- ja 
maksimiliukoisuusarvon kunakin ajanhetkenä.  
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Taulukko 5. Hydroklooritiatsidin keskimääräiset (min - max, n=3) liukoisuudet 
lämpötilassa 37 (± 1°C) ja vastaavat annos/liukoisuussuhteet (D/S) sekä ravistelu- 
että 96-kuoppalevymenetelmällä (96-kl) määritettynä. 
pH Liukoisuus  
(min-max) 
mg/ml 
Annos / liukoisuus 
 
ml 
1,2     
ravistelu 
96-kl 
 
1,27 (1,21-1,29) 
0,85 (0,74-0,99) 
 
39,4 
58,6 
4,5     
ravistelu 
96-kl 
 
1,22 (1,18-1,29) 
0,92 (0,85-0,95) 
 
40,9 
54,6 
6,8     
ravistelu 
96-kl 
 
1,27 (1,24-1,30) 
0,86 (0,79-0,95) 
 
39,4 
58,2 
7,4     
ravistelu 
96-kl 
 
1,25 (1,23-1,29) 
0,79 (0,80-0,95) 
 
39,7 
63,5  
 
 
10.2 Kulkeutumiskokeet 
 
10.2.1 Solukerrosten soveltuvuus kulkeutumiskokeisiin 
 
Polykarbonaattifilttereillä kasvavien solukerrosten sähköiset vastusarvot (Teer) 
mitattiin ensimmäisen kerran neljäntenä päivänä siirrostuksesta ja tämän jälkeen 
muutaman kerran elatusliuoksen vaihdon yhteydessä. Tässä tutkimuksessa 
solukerrosten Teer-arvot nousivat ensimmäisten yhdeksän päivän aikana nopeasti 
keskimäärin arvoon 700 Ωcm2 (kuva 13). Tämän jälkeen vastusarvo alkoi laskea ja 
25. päivänä solujen siirrostuksesta se oli keskimäärin 420 Ωcm2. Hajonta 
vastusarvoissa oli melko pientä, mutta 25. päivänä se kasvoi yllättäen suuremmaksi 
aiempiin mittauksiin verrattuna. 
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Kuva 13. Caco-2 solukerroksen sähköisen vastusarvon (Teer) kehitys ajan kuluessa 
(Ωcm2). Kuvassa on esitetty keskiarvot ±sd, n=6. 
 
 
Tutkittaessa parasellulaarireitin merkitystä hydroklooritiatsidin kulkeutumisessa 
solukalvon läpi, solukerroksia inkuboitiin 60 minuuttia HBSS-10mM Hepes –
puskurissa, johon oli lisätty etyleenidiamiinitetraetikkahappoa (EDTA) pitoisuudella 
2,5 mM. Inkuboinnin aikana solukerrosten vastusarvo laski keskimäärin tasolle 65 
Ωcm2 (kuva 14). Teer-arvot alkoivat palautua jo kulkeutumiskokeiden aikana, mutta 
ne mitattiin vielä seuraavana päivänä, jotta voitiin varmistua siitä, että EDTA-
käsittelyn vaikutus tiiviisiin liitoksiin oli palautuva eikä soluja ollut kuollut tai 
irronnut käsittelyn vaikutuksesta.  
 
Kuva 14. Caco-2 solukerrosten keskimääräiset (± s.d) Teer-arvot. 1) ennen EDTA-
käsittelyä, 2) käsittelyn jälkeen, 3) kulkeutumiskokeen jälkeen sekä 4) vuorokauden 
kuluttua käsittelystä (Ωcm2), n = 9. 
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10.2.2 Pitoisuuden vaikutus hydroklooritiatsidin näennäiseen 
permeabiliteettikertoimeen 
 
Hydroklooritiatsidin näennäiset permeabiliteettikertoimet kumpaankin suuntaan (AP-
BL, BL-AP) määritettiin kolmen kertaluokan pitoisuutena. Näennäiset 
permeabiliteettikertoimet määritettiin jokaisen kuopan kohdalla erikseen (ks. liitteet 
1-3). Työn keskeisimmät tulokset on esitetty taulukossa 6. Pitoisuudella 0,2 mg/ml 
näennäinen permeabiliteettikerroin on basolateraaliseen suuntaan 0,90 x 10-6 cm/s 
kun se pienimmällä pitoisuudella, 0,002 mg/ml on 15,89 x 10-6 cm/s. Pienimmällä 
pitoisuudella permeabiliteettikerroin AP-BL suuntaan on siis yli 17 kertaa suurempi 
kuin suurimmalla pitoisuudella. Vastakkaiseen eli apikaaliseen suuntaan näennäinen 
permeabiliteettikerroin oli suurimmalla pitoisuudella 1,72 x 10-6 cm/s ja pienimmällä 
pitoisuudella (0,002 mg/ml) 25,53 x 10-6 cm/s. Pienimmällä pitoisuudella 
kulkeutumisnopeus BL-AP suuntaan on lähes 15 kertaa suurempi kuin suurimmalla 
pitoisuudella.  
 
Tässä tutkimuksessa hydroklooritiatsidin kulkeutumisnopeus ei siis pysy samana 
pitoisuuden muuttuessa. Kulkeutumisnopeuden suureneminen pitoisuuden 
pienentyessä on samankaltaista molempiin suuntiin määritettynä. Vastakkaisiin 
suuntiin tapahtuvan kulkeutumisen suhde pysyykin pitoisuudesta riippumatta lähes 
muuttumattomana. Pitoisuudella 0,2 mg/ml laskettu Pappab-bl / Pappbl-ap -suhde on 
1,9. Kahdella pienemmällä pitoisuudella (0,02 ja 0,002 mg/ml) suhdeluvut ovat 1,7 
ja 1,6. Verrattaessa kulkeutumisnopeuksia toisin päin eli Pappba-ap / Pappap-bl, 
suhdeluvut ovat suurimmasta pitoisuudesta pienimpään 0,5; 0,6 ja 0,6. Pienimmällä 
pitoisuudella (0,002 mg/ml) massatasapainot olivat kummassakin kokeessa (AP-BL 
ja BL-AP) selkeästi yli 100 %. Tämä johtuu luultavasti epätarkkuudesta näytteiden 
pipetoinnissa. 
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Taulukko 6. Hydroklooritiatsidin keskimääräiset näennäiset 
permeabiliteettikertoimet (± keskihajonta) basolateraaliseen (AP-BL) ja apikaaliseen 
suuntaan (BL-AP). Lisäksi on esitetty suhteelliset keskihajonnat ja massatasapainot. 
Rinnakkaisten määritysten lukumäärä n = 6, paitsi pitoisuudella 0,2 mg/ml BL-AP 
suuntaan n = 4. 
Pitoi-
suus 
mg/ml 
Papp x 10-6 ± s.d. 
 
cm/s 
AP-BL            BL-AP 
Suhteellinen 
keskihajonta 
% 
AP-BL     BL-AP 
Massatasapaino ± s.d. 
 
% 
AP-BL             BL-AP  
0,2  0,90 ± 0,34  1,72 ± 0,18  33,3 10,5 103,1 ± 11,6 100,1 ± 4,5 
0,02  2,33 ± 0,35 3,95 ± 0,89  15,02 22,53 100,1 ± 7,9 95,0 ± 6,4  
0,002  15,89 ±1,43  25,53 ± 4,00  6,11 15,67 119,5 ± 2,4 111,4 ± 5,7 
 
 
Lucifer yellown näennäiseksi permeabiliteettikertoimeksi saatiin AP-BL suuntaan 
0,064 ± 0,01 x 10-6 cm/s (n=6) ja massatasapainot vaihtelivat välillä 0,87- 1,02 (ks. 
liite 4). 60 minuutin aikana solukerroksen läpäisi AP-BL suuntaan keskimäärin 0,07 
% alkuperäisestä ainemäärästä.  
 
Hydroklooritiatsidin kokeiden aikana kaksi solukerrosta oli mennyt rikki luultavasti 
huolimattoman näytteenoton seurauksena. Solukerroksien läpi kulkeutui 
huomattavasti suurempi määrä hydroklooritiatsidia. Lisäksi Teer-arvot laskivat ja 
lucifer yellown läpäisevyys lisääntyi. Teer-arvot olivat kokeen alkaessa 442 Ωcm2 ja 
453 Ωcm2, kun vastaavat arvot kokeen loputtua olivat 265 Ωcm2 ja 201 Ωcm2. 
Tunnin aikana solukerroksen läpäisi 0,54 ja 1,30 % alkuperäisestä lucifer yellow –
ainemäärästä, kun se oli ehjillä solukerroksilla keskimäärin 0,16 %. Kyseisillä 
solukerroksilla saadut tulokset hylättiin. Lisäksi muutamalla solukerroksella Teer-
arvo laski kokeen aikana alle 250 Ωcm2, mutta hydroklooritiatsidin kulkeutuminen ei 
eronnut muista solukerroksista, eikä lucifer yellow läpäissyt solukerrosta 
keskimääräistä enempää. Nämä tulokset voitiin siis huomioida näennäisten 
permeabiliteettikertoimien määrityksessä. 
 
10.2.3 Parasellulaarireitin merkitys hydroklooritiatsidin kulkeutumisessa 
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Parasellulaarireitin merkitystä hydroklooritiatsidin kulkeutumiseen solukalvon läpi 
tutkittiin avaamalla tiiviitä liitoksia 2,5 mM EDTA –liuoksen avulla. Näin saatiin 
aikaan merkittävä mutta palautuva lasku solukerrosten vastusarvoissa (kuva 12). 
Taulukossa 7 on esitetty avaamisen vaikutus hydroklooritiatsidin, lucifer yellown ja 
propranololin näennäisiin permeabiliteettikertoimiin (ks. liitteet 5-6). 
Hydroklooritiatsidin permebiliteettikerroin (Papp) kasvoi tiiviiden liitosten 
avaamisen seurauksena 3,4 kertaiseksi kun taas lucifer yellown kohdalla 
permeabiliteetti kasvoi 20 kertaiseksi. Transsellulaarisen merkkiaineen, 
propranololin kulkeutuminen solukerroksen läpi pieneni hieman tiiviiden liitosten 
avaamisen yhteydessä. Muutos oli kuitenkin niin pieni, ettei sillä ole merkitystä vaan 
se voi johtua esimerkiksi päiväkohtaisesta vaihtelusta solukerroksissa. Käsittely ei 
siis vaikuttanut transsellulaariseen kulkeutumiseen. 
 
Taulukko 7. Tiiviiden liitosten avaamisen vaikutus hydroklooritiatsidin (hct), lucifer 
yellown sekä propranololin näennäiseen permeabiliteettikertoimeen. 
Papp (AB-BL) x 10-6 ± s.d. 
cm/s 
 
tavalliset avatut 
Papp kasvaa 
X 
hct (672 µM) 0,90 ± 0,3 3,1 ± 1,5 3,4 
lucifer yellow (250 µM) 0,064 ± 0,01 1,28 ± 0,36 20,0 
propranololi (50 µM) 36,1 ± 2,1 30,4 ± 4,8 0,8 
 
10.3 Hydroklooritiatsidin vapautuminen tabletista 
 
Hydroklooritiatsidin vapautumisnopeudet markkinoilla olevasta tabletista 
määritettiin lapamenetelmällä (USP apparatus II, Sotax AT 7, 50 rpm, 37 °C, n = 6) 
kolmessa eri pH:ssa (kuva 15). Lääkeaineen vapautuminen ja liukeneminen tapahtui 
nopeasti kaikissa liuoksissa. 15 minuutin kuluttua pH:ssa 1,2 on keskimäärin 
liuennut 90,5 %, pH:ssa 4,5 99,1 % ja pH:ssa 6,8 92,7 % 50 milligramman tabletista 
(taulukko 8). Kyseisessä aikapisteessä yhden tabletin liuennut pitoisuus jää alle 85 % 
pH:ssa 1,2 ja 6,8. Vastaavasti 30 minuutin kohdalla pH:ssa 4,5 yhden tabletin 
liuennut pitoisuus on alle 85 %. Tulosten hajonta on keskimäärin suurempaa kokeen 
alussa, etenkin 5 minuutin kohdalla, ja se pienenee vähitellen ajan kuluessa. Kaikissa 
käytetyissä liuoksissa liuennut kokonaismäärä on kokeen lopussa noin 100 %. 
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Kuva 15. Hydroklooritiatsiditabletin keskimääräiset (± s.d) liuenneet osuudet ajan 
kuluessa kolmessa eri pH:ssa tutkittuna (n=6, 37 °C). 
 
 
Taulukko 8. 50 milligramman hydroklooritiatsiditabletin keskimääräinen liukoisuus 
15 ja 30 minuutin kohdalla lapamenetelmällä (50 rpm) määritettynä. Lisäksi 
taulukossa on esitetty pienin ja suurin liuennut prosenttiosuus sekä suhteellinen 
keskihajonta. n=6   
 Liuennut 
 
% 
Liuennut 
min-max 
% 
Keskihajonta Suhteellinen 
keskihajonta 
% 
pH 1,2 
15 min 
30 min 
 
90,5 
94,5 
 
78,4 - 98,2 
86,0 - 99,7 
 
± 7,4 
± 5,2 
 
8,2 
5,6 
pH 4,5 
15 min 
30 min 
 
94,8 
96,4 
 
91,2 - 100,2 
82,9 - 102,4 
 
± 3,6 
± 7,1 
 
10,8 
7,4 
pH 6,8 
15 min 
30 min 
 
92,7 
99,0 
 
84,2 - 102,4 
93,4 - 104,4 
 
± 6,7 
± 4,2 
 
7,2 
4,2 
 
 
10.4 Tietokonemallinnus 
 
Hydroklooritiatsidin vapautumisnopeuden vaikutusta plasmapitoisuuksiin 
tarkasteltiin tietokonemallituksen avulla. Tabletin vapautumisnopeutta mallissa 
vaihdettiin BCS biowaiver –vaatimusten mukaan. Saadut teoreettiset 
plasmapitoisuudet on esitetty kuvassa 16. Plasman huippupitoisuutta (Cmax), sen 
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ajankohtaa (tmax) sekä saatua AUC-arvoa on vielä verrattu liuoksen vastaaviin 
arvoihin (taulukko 9).  
 
     
pi
to
is
uu
s (
ng
/m
l) 
 
Kuva 16. Tietokonemallinnuksen avulla saadut hydroklooritiatsidin 
plasmapitoisuudet. Kuvassa on esitetty plasmapitoisuudet kolmen eri lääkeaineen 
vapautumisnopeuden (kd) jälkeen 1 = 2 h-1, 2 = 2,75 h-1, 3 = 3,8 h-1. 
Aika (h) 
 
   
Taulukko 9. Tietokonemallinnuksella saadut hydroklooritiatsidin pitoisuudet 
plasmassa eri tabletin kd -arvoilla sekä liuoksella. 
 tmax 
h 
Cmax 
ng/ml 
AUC0-24h 
ng/ml * h 
Cmax/Cmax liuos AUC/AUCliuos 
kd 2 4 114,0 1286,4 0,98 0,99 
kd 2,75 3,8 114,9 1288,7 0,99 1,00 
kd 3,8 3,6 115,4 1290,2 0,99 1,00 
liuos 3,4 116,0 1293,8 - - 
 
10.5 Hydroklooritiatsidin BDDCS- luokittelu  
 
BDDCS (Biofarmaceutics Drug Disposition Classification System) –luokittelun 
vaatimusten mukaan hydroklooritiatsidi kuuluu luokkaan III (Benet ym. 2008). 
Lääkeaineen BDDCS luokitus vastaa siis BCS-luokitusta. Samaan tulokseen ovat 
päätyneet myös Takagi ym. (2006) tutkimuksessaan, jonka mukaan 
referenssiyhdisteestä riippumatta hydroklooritiatsidi luokiteltiin BCS luokkaan III 
(Takagi ym. 2006, supportive information). Koska hydroklooritiatsidi erittyy lähes 
kokonaan muuttumattomana virtsaan, sen luokitus ei muutu, vaikka hyvin 
metaboloituvan lääkeaineen kriteeri olisikin korkein ehdotettu, eli ≥ 90 %.  
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11 POHDINTA 
 
Hydroklooritiatsidi on vanha ja paljon käytetty lääkeaine, jota on markkinoilla myös 
yhdistelmävalmisteina. Tästä huolimatta tutkimustietoa esimerkiksi yhdisteen 
farmakokinetiikasta tai kulkeutumisesta solukalvon läpi löytyy yllättävän vähän. 
Ilmeisesti tämä johtuu siitä, että lääkeaineen käyttö perustuu pitkään kokemukseen 
eikä vakavia haitta- tai yhteisvaikutuksia ole juurikaan esiintynyt, joten yhdisteen 
farmakokinetiikan selvittämistä ei ole enää pidetty tarpeellisena. 
 
Tässä työssä ei ole huomioitu tablettien sisältämiä apuaineita ja niiden mahdollisia 
vaikutuksia hydroklooritiatsidin imeytymiseen. Hydroklooritiatsidi imeytyy 
pääasiassa ohutsuolen alkuosasta. Jos apuaine vaikuttaa esimerkiksi lääkeaineen 
suolessa kulkeutumisnopeuteen, voi sillä olla merkittävä vaikutus yhdisteen 
imeytymiseen.   
 
11.1 Liukoisuus 
 
Hydroklooritiatsidi on kirjallisuuden mukaan BCS-luokituksessa hyvin liukeneva 
lääkeaine. Suurin osa liukoisuustutkimuksista on tehty huoneenlämmössä, jossa 
liukoisuuden on raportoitu vaihtelevan välillä 0,42 mg/ml - 0,70 mg/ml (Chen ja 
Venkatesh, 2004; Avdeef  ym. 2000). Baka ym. (2008) raportoivat, että 
ravistelumenetelmällä (37 ºC, pH 6) määritettynä hydroklooritiatsidin liukoisuus on 
1,04 mg/ml.  Tässä tutkimuksessa hydroklooritiatsidin liukoisuus tutkitulla pH-
alueella (1,2 - 7,4) oli ravistelumenetelmällä määritettynä 1,22 – 1,27 mg/ml ja 96-
kuoppalevymenetelmällä määritettynä 0,79 - 0,92 mg/ml. Liukoisuus ei juuri 
muuttunut kahden tunnin sekoituksen jälkeen. Tulokset ovat samankaltaisia kuin 
Bakan ym. (2008) saamat tulokset.  
 
Lämpötila vaikuttaa voimakkaasti hydroklooritiatsidin liukoisuuteen ja on lähes 
kaksikertainen lämpötilassa 37 ºC verrattuna huoneenlämpötilaan (Baka ym. 2008).  
96-kuoppalevymenetelmällä määritettynä liukoisuus jäi ravistelumenetelmää 
pienemmäksi ja myös hajonta rinnakkaisten määritysten välillä kasvoi. 
Menetelmässä lääkeainetta sisältävää kuoppalevyä sentrifugoitiin 15 minuuttia ennen 
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näytteenottoa. Sentrifugointi tehtiin 37 °C:ssa, mutta lämpötila nousi haluttuun 
arvoon vasta fuugauksen aloittamisen jälkeen. On siis mahdollista, että lämpötila ehti 
laskea ja lääkeaine kiteytyä, mikä voi aiheuttaa pienemmät liukoisuustulokset ja 
niiden suuremmat hajonnat. Tästä huolimatta menetelmällä saadut liukoisuudet ovat 
suurempia kuin kirjallisuudesta löydetyt huoneenlämpötilassa saadut arvot. 
Ravistelumenetelmällä tunnin kohdalla saatu liukoisuus on pienempi kahden 
korkeamman pH-arvon kohdalla. Tämä johtuu luultavasti siitä, että nämä kaksi pH:ta 
tutkittiin samalla kertaa ja lämpötila on saattanut olla alhaisempi kokeen alussa 
verrattuna pH-arvoissa 1,2 ja 4,5 tehtyihin kokeisiin. Muutenkin kokeiden aikana 
lämpötila ei aina pysynyt sallituissa rajoissa, mistä johtuen 3. ja 4. tunnin kohdalla 
otetut näytteet jouduttiin hylkäämään.  
 
Koska hydroklooritiatsidin liukoisuus on riippuvainen lämpötilasta, soveltuu 
ravistelumenetelmä paremmin sen liukoisuuden määrittämiseen, koska siinä 
lämpötilanvaihtelut on helpompi minimoida. Jos tavoitteena on selvittää lääkeaineen 
liukoisuus huoneenlämmössä, 96-kuoppalevymenetelmä on käyttökelpoinen ja se 
vaatii vähemmän työtä ja lääkeainetta kuin ravistelumenetelmä. 
 
BCS-luokituksessa hyvin liukenevan lääkeaineen vaatimuksena on, että korkein suun 
kautta otettava annos liukenee 250 ml:aan pH-alueella 1 - 7,5 (FDA) tai 1-6,8 
(EMEA ja WHO) käytettäessä vesipohjaisia puskuriliuoksia. Annos-liukoisuus (D/S) 
suhteen tulee siis olla ≤ 250 millilitraa. Suurin Suomen markkinoilla oleva 
hydroklooritiatsiditabletin pitoisuus on 50 mg. Annos-liukoisuussuhde on vaaditulla 
pH-alueella selvästi alle vaaditun, joten lääkeaine on BCS-luokituksen mukaan hyvin 
liukeneva kummallakin menetelmällä määritettynä.  
 
11.2 Teer-arvojen pohdinta 
 
Jotta voitiin varmistua siitä, että käytetyt solukerrokset soveltuivat 
kulkeutumiskokeiden suoritukseen, solukerrosten yhtenäisyyttä tutkittiin Teer-
arvojen avulla. Solukerroksia, joiden Teer-arvo oli yli 250 Ωcm2, pidettiin tarpeeksi 
tiiviinä ja yhtenäisinä kulkeutumiskokeen suoritusta varten (Siissalo 2009). Tässä 
työssä ongelmana eivät kuitenkaan olleet liian alhaiset Teer-arvot. Päinvastoin, 
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ensimmäiset kasvatetut solukerrokset jouduttiin hylkäämään liian korkeiden 
vastusarvojen takia. Näiden solukerrosten kohdalla Teer-arvo nousi keskimäärin 
arvoon 1000 Ωcm2. Solukerrokset siis hylättiin, koska ei voitu varmistua siitä, että 
solut kasvoivat vain yhdessä kerroksessa.  
 
Toisessa kokeessa solujen välisiä liitoksia pyrittiin avaamaan EDTA-käsittelyn 
avulla. EDTA kelatoi Ca2+ -ioneja, joita Caco-2 solujen väliset tiiviit liitokset 
tarvitsevat. Tässä tutkimuksessa EDTA-käsittely tehtiin inkuboimalla solukerroksia 
60 minuutin ajan HBSS-10mM Hepes –puskurissa, johon oli lisätty 
etyleenidiamiinitetraetikkahappoa (EDTA) pitoisuudella 2,5 mM. Näin saatiin aikaan 
selkeä, mutta palautuva lasku solukerrosten Teer-arvoissa. Teer-arvot laskivat 
käsittelyn johdosta tasolle 65 Ωcm2 ja Teer-arvojen mittauksella vielä koetta 
seuraavana päivänä voitiin varmistua siitä, että vastusarvojen lasku oli palautuva.  
 
Arturssonin ja Magnussonin (1990) tutkimuksessa solukerroksen sähköinen 
vastusarvo (Teer) pieneni keskimäärin arvosta 280 Ωcm2 arvoon 60 Ωcm2, kun 
elatusliuokseen lisättiin 2,5 mM EGTA:ta. Elatusliuos vaihdettiin tavalliseen 45 
minuutin inkuboinnin jälkeen, ja vastusarvot palautuivat käsittelyä edeltäneelle 
tasolle kahdessa tunnissa. Vastusarvojen laskiessa hydrofiilisten yhdisteiden 
näennäiset permeabiliteettikertoimet (Papp) kasvoivat, esimerkiksi atenololin Papp –
arvo ennen käsittelya oli 0,20 ± 0,010 x 10-6 cm/s ja käsittelyn jälkeen 1,43 ± 0,185 x 
10-6 cm/s  Noach ym. (1993) saivat tutkimuksessaan samankaltaisia tuloksia. 
Tutkimuksen mukaan tehokkain tiiviiden liitosten avaamisessa oli kalsiumvapaa 
HBSS-10 mM Hepes –liuos, johon oli vielä lisätty 2,5 mM EGTA:ta. Solukerroksia 
inkuboitiin tunti edellä mainitussa liuoksessa, jonka jälkeen Teer-arvot romahtivat ja 
pysyivät alhaisina vielä neljän tunnin jälkeen käsittelyn lopettamisesta. 
Tutkimuksesta kuitenkin puuttui tieto siitä, palautuivatko Teer-arvot lainkaan 
käsittelyä edeltäneelle tasolle, joten epäselväksi jää, säilyivätkö solut elossa vai 
irtosivatko ne filtteriltä käsittelyn seurauksena.  Kyseiset tutkimukset tukevat hyvin 
valittua EDTA-käsittelymenetelmää ja myös sen avulla saavutetut Teer-arvojen 
muutokset ovat samankaltaisia tässä tutkimuksessa saatujen tulosten kanssa. 
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11.3 Caco-2 solujen käyttö kulkeutumistutkimuksissa 
 
Caco-2 solumalli on yleisesti käytetty menetelmä lääkeaineen permeabiliteetin 
määrityksessä. Eri laboratorioissa Caco-2 soluilla saadut permeabiliteettiarvot voivat 
erota merkittävästi toisistaan, mikä vaikeuttaa tulosten vertailua (Balimane ym. 
2000). Esimerkiksi erilaiset kasvatusolosuhteet voivat vaikuttaa esimerkiksi 
solukerroksen muodostamaan sähköiseen vastusarvoon (Teer), jolloin lääkeaineen 
parasellulaarinen kulkeutuminen voi muuttua (Hayeshi ym. 2008). Menetelmän eri 
vaiheiden, kuten solukerroksen kasvatusajan ja siirrostustiheyden vakiointi on 
tärkeää, koska nämä vaikuttavat solukerroksen muodostumiseen ja saatuihin 
tuloksiin. FDA onkin antanut ohjeistuksen solumallin standardointiin ja käytössä on 
myös yleisiä solujen käsittelyä ja kasvatusta käsitteleviä ohjeistuksia (FDA 2000, 
Hubatsch ym. 2007; Volpe 2008).  
 
Yhtenäisistä työohjeista huolimatta eri laboratorioiden suorittamissa Caco-2 
kulkeutumiskokeissa voidaan saada erilaisia tuloksia (Hayeshi ym. 2008). Pienetkin 
erot kasvatusolosuhteissa voivat vaikuttaa merkittävästi kuljetinproteiinien 
ilmentymiseen. Esimerkiksi polykarbonaattifiltterille siirrostettujen solujen määrä 
vaikuttaa solukerroksen pintarakenteeseen sekä myös MDR1 –proteiinin (P-
glykoproteiini) ilmentymiseen soluissa. Etenkin hydrofiilisten, huonosti solukalvon 
läpi kulkeutuvien yhdisteiden raportoidut permeabiliteetit vaihtelevat eri 
tutkimuksissa paljon, mikä aiheutuu luultavasti eroista parasellulaarisessa reitissä ja 
tiiviissä liitoksissa (Walter ja Kissel 1995). Tämä näkyy myös Caco-2 solukerrosten 
raportoiduissa Teer-arvoissa, jotka vaihtelevat 250 - 1200 Ωcm2 välillä (Noach ym. 
1993, Hubatsch ym. 2007). Caco-2 solujen muodostama solukerros on huomattavasti 
tiiviimpi kuin suolen epiteeli, joten solujen väleistä kulkeutuvien yhdisteiden 
permeabiliteetti jää todellista pienemmäksi.  
 
Yhtenäisen ja erilaistuneen solukerroksen muodostuminen kestää kolme viikkoa, ja 
tänä aikana solujen elatusliuos pitää vaihtaa noin 10 kertaa. Soluja käsiteltäessä on 
aina olemassa kontaminaatioriski, joten solujen käsittelyssä tulee olla hyvin tarkka. 
Perinteiselle Caco-2 solumallille on pyritty kehittämään vaihtoehtoisia, nopeampia ja 
vähemmän työläitä menetelmiä. MDCKII-solut kasvavat ja erilaistuvat nopeammin, 
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muodostaen yhtenäisen solukerroksen jopa 3 vuorokauden aikana. Jotta MDCKII-
solumallia voitaisiin käyttää lääkeaineen BCS-luokituksen määrittämisessä, se on 
validoitu täyttämään viranomaisvaatimukset (Thiel-Demby ym. 2009). 
Tulevaisuudessa voidaan siis käyttää tätä mallia, mikä nopeuttaa ja helpottaa 
solukokeiden tekemistä paljon. 
 
11.4 Pitoisuuden vaikutus hydroklooritiatsidin näennäiseen 
permeabiliteettikertoimeen 
 
Hydroklooritiatsidi on FDA:n mukaan huonosti solukalvon läpäisevä lääkeaine ja se 
on hyväksytty yhdeksi Caco-2 solumallin standardointiin soveltuvaksi malliaineeksi. 
Tämän vuoksi permeaatioluokan määritystä ei pidetty tässä työssä tarpeellisena. Jotta 
luokitus olisi voitu tehdä, olisi hydroklooritiatsidin kulkeutumisnopeutta pitänyt 
verrata useiden referenssiyhdisteiden kulkeutumiseen ja sitä tässä työssä ei siis tehty. 
 
Hydroklooritiatsidin näennäinen permeabiliteettikerroin (Papp) basolateraaliseen 
suuntaan Caco-2 soluilla määritettynä on kirjallisuuden mukaan 0,71 x 10-6 cm/s 
(tutkittu pitoisuudella 1,34 mM), 0,40 x 10-6 cm/s (tutkittu pitoisuudella 100 µM) 
eikä se ole riippuvainen apikaalisen tilan pH:sta. (Corti ym. 2006; Rege ym. 2001). 
Tässä tutkimuksessa määritetty suurimman pitoisuuden (672µM) Papp-arvo 
basolateraaliseen suuntaan oli 0,9 x 10-6 cm/s, mikä vastaa hyvin kirjallisuudessa 
esitettyjä arvoja. Pienemmillä pitoisuuksilla (67,2 µM ja 6,72 µM) näennäiset 
permeabiliteettikertoimet kuitenkin kasvoivat ja olivat siis 2,33 ja 15,89 x 10-6 cm/s. 
Nämä tulokset viittaisivat siihen, että pienillä pitoisuuksilla hydroklooritiatsidi 
kulkeutuisi passiivisen kulkeutumisen lisäksi myös aktiivisesti. Pitoisuuden 
pienentyessä näennäinen permeabiliteettikerroin kasvaa, mikä voidaan ajatella 
johtuva aktiivisen kulkeutumisen korostumisesta. Suuremmalla pitoisuudella 
aktiivinen kulkeutuminen saturoituu ja näennäinen permeabiliteettikerroin pienenee.  
 
Jotta kuljetinproteiinista voitaisiin varmistua, pitäisi yhdisteen kulkeutumiosta 
solukalvon läpi tutkia transfektoiduilla soluilla tai yhtä aikaa tietyn kuljetinproteiinin 
inhibiittorin kanssa. Tässä tutkimuksessa saatujen tulosten perusteella voidaan 
kuljetinproteinia vain arvailla, eikä luotettavia johtopäätöksiä voida tehdä. Koska 
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Papp-arvojen suhde pysyy lääkeainepitoisuudesta riippumatta lähes 
muuttumattomana, voidaan olettaa että kuljetukseen osallistuu sama kuljetinproteiini 
sekä apikaalisella että basolateraalisella kalvolla. 
 
Kirjallisuudessa hydroklooritiatsidin on raportoitu kulkeutuvan passiivisesti suolen 
solukalvon läpi. Yhdisteen kulkeutumiseen osallistuu kuitenkin aktiivinen 
kuljetinproteiini ainakin sen eliminoituessa munuaisten kautta. Hydroklooritiatsidi on 
orgaanisen anionitransportterin (OAT1 ja OAT3) sekä MRP4-kuljetinproteiinin 
substraatti (Hasannejad ym. 2004, Sekine ym. 2000). MRP4-proteiini sijaitsee 
solujen basolateraalisella kalvolla, joten on epätodennäköistä, että se selittäisi 
yhdisteen aktiivisen kulkeutumisen solukalvon läpi. OAT1- ja OAT3 proteiinien 
geeniä ei esiinny lainkaan ohutsuolen epiteelissä (Hilgendorf ym. 2007). 
Hilgendorfin ym. (2007) tutkimuksen mukaan OAT3-proteiinin geeniä ei ole 
myöskään Caco2-soluissa. OAT1-proteiinia ei ilmene, mutta sen geeni on olemassa 
Caco-2 soluissa. Koska kasvatusolosuhteet vaikuttavat kuljetinproteiinien 
ilmentymiseen Caco-2 soluissa, OAT1-proteiinin esiintymistä tämän tutkimuksen 
Caco-2 soluissa ei voida täysin poissulkea. Tosin kuljetinproteiini sijaitsee 
apikaalisella kalvolla, joten on epätodennäköistä, että se selittäisi hydroklooritiatsidin 
aktiivisen kulkeutumisen.  
 
OATP-B -proteiinia ilmentyy Caco-2 soluissa sekä apikaalisella että 
basolateraalisella kalvolla ja ilmenemismäärä on suhteessa yli viisi kertaa suurempi 
kuin ohutsuolessa (Englund ym. 2006). Voi siis olla, että hydroklooritiatsidi 
kulkeutuu tässä tutkimuksessa kyseisen kuljetinproteiinin avulla, vaikka yhdistettä ei 
olekaan raportoitu OATP-B:n substraatiksi. Kyseisellä havainnolla ei ole merkitystä 
in vivo, koska yhdisteen imeytymisen on todettu olevan annoksesta riippumatonta 
terapeuttisilla annoksilla (Beerman ja Groschinsky-Grind 1978, Shah ym. 1983). 
Caco-2 mallissa solujen väliset liitokset ovat ohutsuolta tiiviimpiä, mikä lisää 
pienenkin aktiivisen kulkeutumisen osuutta.  
 
Rege ym. (2001) havaitsivat tutkimuksessaan, että Tween 80 lisäsi apikaaliseen 
suuntaan tapahtuvaa hydroklooritiatsidin solukalvojen läpäisyä. Tween 80 on 
yleisesti käytetty apuaine konventionaalisissa tableteissa ja sitä käytetään muun 
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muassa kostutus- ja emulgaattoriaineena. Sen tiedetään myös estävän ainakin P-
glykoproteiinia. Regen ym. tulosten mukaan hydroklooritiatsidi on sellaisen 
efluksiproteiinin substraatti, jota Tween 80 estää. Yhdistettä pidetään P-
glykoproteiinin substraattina, kun sen Papp-arvojen suhde (Pappbl-ap/Pappap-bl) on 
suurempi kuin 2 (Polli ym. 2000). Hydroklooritiatsidilla tämä suhde on kaikilla 
pitoisuuksilla hieman alle 2, joten aktiivisen efluksin vaikutusta ei pysty varmuudella 
päättelemään. 
 
11.5 Parasellulaarireitin merkitys 
 
Hydroklooritiatsidin on arveltu läpäisevän ohutsuolen solukalvon parasellulaarisesti. 
Varsinaisia tutkimustuloksia kulkeutumismekanismista on kuitenkin vaikea löytää. 
Tässä tutkimuksessa parasellulaarireitin osuutta tutkittiin avaamalla tiiviitä liitoksia 
EDTA-käsittelyn avulla. Avaamisen yhteydessä hydroklooritiatsidin permeabilliteetti 
kasvoi yli 3-kertaiseksi, kun parasellulaarisen merkkiaineen (lucifer yellow) 
kulkeutuminen solukalvon läpi kasvoi 20-kertaiseksi. Aiemmin tehdyssä 
tutkimuksessa hydroklooritiatsidin solukalvon läpäisyn on todettu lisääntyvän 
EGTA:lla aikaansaadun tiiviiden liitosten avaamisen seurauksena 2-3-kertaiseksi, 
kun se parasellulaarisella merkkiaineella lisääntyi 20-kertaiseksi (Collet ym. 1996). 
Nämä tulokset ovat hyvin samankaltaisia kuin tässä tutkimuksessa saadut. Tulosten 
mukaan hydroklooritiatsidi kulkeutuu osittain passiivisesti solujen väleistä. Koska 
sen solukalvon läpäisy ei lisäänny tiiviiden liitosten avaamisen jälkeen yhtä paljon 
kuin parasellulaarisen merkkiaineena käytetyn lucifer yellow:n, kulkeutumista 
tapahtuu myös solujen läpi joko aktiivisesti tai passiivisesti.  
 
Caco-2 solukerroksen keskimääräinen sähkönjohtokyvyn vastusarvo (Teer) oli tässä 
tutkimuksessa 420 Ωcm2. Arvo on huomattavasti suurempi kuin ohutsuolessa ja 
vastaakin paremmin paksusuolen vastusta. Teer-arvo on riippuvainen solujen 
väleissä sijaitsevien liitosten tiiviydestä. Teer-arvojen nousu vaikuttaakin erityisesti 
paraselulaarisesti kulkeutuvien yhdisteiden solukalvojen läpäisyyn. Todellisuutta 
tiiviimpi solukalvo siis korostaa transsellulaarisen (aktiivisen tai passiivisen) 
kulkeutumisen merkitystä parasellulaarisesti kulkeutuvien yhdisteiden, kuten 
hydroklooritiatsidin kohdalla. Koska Caco-2 solut muodostavat suolen epiteeliä 
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huomattavasti tiiviimmän solukerroksen, tuloksia ei voi suoraan soveltaa in vivo –
tilanteeseen. 
 
11.6 Vapautumisnopeus tabletista 
 
Hydroklooritiatsiditabletin keskimääräinen vapautumisnopeus markkinoilla olevasta 
tabletista oli kaikissa tutkituissa liuoksissa (pH 1,2 HCl-liuos, pH 4,5 
asetaattipuskuri, pH 6,8 fosfaattipuskuri) erittäin nopeaa. Yli 85 % tabletin 
sisältämästä lääkeaineesta liukeni 15 minuutissa kokeen olosuhteissa. Hajonta 
liuenneessa lääkeainemäärässä oli suurempaa kokeen alussa ja tasoittui ajan 
kuluessa. Aloitettaessa koetta tabletit lisättiin astioihin nostamalla laitteen kansi. 
Tällöin sekoitus keskeytyi ja tabletin hajoaminen ja lääkeaineen liukeneminen 
hidastui. Luultavasti tästä syystä etenkin ensimmäisen lisätyn tabletin kohdalla 
lääkeaineen vapautuminen oli ensimmäisessä mittauskohdassa (5 minuuttia) lähes 
poikkeuksetta muita tabletteja pienempi.  
 
11.7 Tietokonemallinnus 
 
Kirjallisuudesta löytyy hyvin vaihtelevia Cmax- ja AUC-arvoja 50 mg:n kerta-
annokselle. Esimerkiksi Shah ym. (1983) saivat tutkimuksessaan plasman 
huippupitoisuudeksi 155-185 ng/ml ja AUC0-12h -arvoksi 737-1278 ng/ml*h. Toisessa 
tutkimuksessa huippupitoisuudeksi saatiin 229 ng/ml ja AUC0-12h  -arvoksi 1100 
ng/ml*h (Williams ym. 1982). Kolmannessa tutkimuksessa vastaavat arvot olivat 
280 ng/ml ja 1968 ng/ml*h (Patel ym. 1984). Tietokonemallinnuksella 
huippupitoisuudet olivat lääkeaineen vapautumisnopeudesta riippumatta noin 115 
ng/ml ja AUC 1290 ng/ml*h. Saadut arvot ovat samansuuntaisia kirjallisuudesta 
löytyvien arvojen kanssa. Plasman huippupitoisuus esiintyy kirjallisuuden mukaan 
lähes poikkeuksetta noin kahden tunnin kuluttua annostelusta (Shah ym. 1983, 
Welling ym. 1986, Ndindayino ym. 2002). Simulaatiossa huippupitoisuus esiintyy 
myöhemmin, noin neljän tunnin kuluttua annostelusta. Simulaatiossa imeytymisen 
nopeusvakio on laskettu kaavalla, joka on määritetty passiivisesti kulkeutuville 
lääkeaineille (Linnankoski ym. 2006). Hydroklooritiatsidin tapauksessa kaava saattaa 
antaa liian pienen imeytymisen nopeusvakion verrattuna todelliseen tilanteeseen. 
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Eliminaationopeus on mallissa määritetty puoliintumisajan avulla. Kirjallisuudessa 
on esitetty erilaisia puoliintumisajan arvoja ja mallitukseen valittiin yksittäinen arvo 
6,4 h. Simulaation avulla saatujen tuloksien soveltamista in vivo –tilanteeseen 
rajoittaa myös se, että mallissa imeytymisen nopeusvakio on sama koko ohutsuolen 
alueella. Hydroklooritiatsidin on raportoitu imeytyvän pääasiassa ohutsuolen 
alkuosasta (Beermann ym. 1976). Tätä ei simulaatiossa huomioitu vaan lääkeaineen 
annettiin imeytyä koko suolen alueelta. Syynä tähän oli se, että koko suolen alueelta 
imeytyessä imeytynyt lääkeainemäärä oli 31 - 33 mg, mikä vastaa kirjallisuudesta 
löytyvää 60 - 80 prosentin hyötyosuutta (Thiel-Demby ym. 2009). Jos imeytyminen 
rajoitettiin suolen alkuosaan, imeytynyt lääkeainemäärä oli 24 - 26 mg. 
 
Eri lääkeaineen vapautumisnopeuksilla saadut plasman huippupitoisuudet ja AUC-
arvot eivät eronneet merkittävästi liuoksen vastaavista arvoista. 
Tietokonemallinnusta voidaan käyttää hydroklooritiatsidin farmakokinetiikan 
tarkasteluun, kunhan otetaan huomioon mallin rajoitukset.   
   
 
12 JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Hydroklooritiatsidi on luokan III lääkeaine, jota on käytetty pitkään sekä yksin että 
monissa yhdistelmävalmisteissa. Hydroklooritiatsidin vapautumisnopeus tutkitusta 
valmisteesta on keskimäärin erittäin nopeaa pH-alueella 1,2 - 6,8, joten imeytymistä 
rajoittava tekijä on lääkeaineen kulkeutuminen ohutsuolen solukalvon läpi. 
Tutkimuksen mukaan hydroklooritiatsidi kulkeutui solukalvon läpi jonkin aktiivisen 
kuljetinproteiinin avulla, mutta kliinisesti tällä ei ole merkitystä, koska imeytymisen 
on todettu olevan annoksesta riippumatonta terapeuttisilla kerta-annoksilla. Tässä 
työssä kerättyjen tietojen perusteella hydroklooritiatsidia voidaan alustavasti ehdottaa 
BCS biowaiver –kandidaatiksi.  Työssä ei kuitenkaan ole tarkasteltu kaupallisten 
tablettien sisältämiä apuaineita ja niiden mahdollisia vaikutuksia imeytymiseen. 
Koska hydroklooritiatsidin imeytymisen on raportoitu olevan paikkaspesifistä, tulisi 
myös apuaineiden vaikutukset arvioida erityisen tarkasti ennen kuin lopuullista 
johtopäätöstä biowaiver-kandidaatiksi voidaan tehdä. 
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Hydroklooritiatsidin kumulatiivinen solukerroksen läpäisy  LIITE 1 
 
AP-BL 0,2 mg/ml 
  
 
Papp= 1,58 x 10-6 cm/s  Papp =8,28 x 10-7 cm/s
Massatasapaino = 92,6 %  Massatasapaino = 99,7 %  
   
  
 
 Papp = 8,03 x 10-7 cm/s Papp = 6,98 x 10-7 cm/s 
Massatasapaino = 93,0 % Massatasapaino = 118,9 % 
  
 
 
Papp = 7,55 x 10-7 cm/s  Papp = 7,39 x 10-7 cm/s 
Massatasapaino = 111,4% Massatasapainon määritys epäonnistunut, 
kokeen tulokset kuitenkin huomioitu 
 
 
 
Hydroklooritiatsidin kumulatiivinen solukerroksen läpäisy LIITE 1 
 
BL-AP 0,2 mg/ml  
    
  
 
Papp= 1,87 x 10-6 cm/s  Papp = 1,79 x 10-6 cm/s 
Massatasapaino= 94,6 %  Massatasapaino = 98,6 % 
 
 
  
Papp = 1,46 x 10-6 cm/s  Papp=1,79 x 10-6 cm/s 
Massatasapaino = 102,4 %  Massatasapaino= 104,8% 
  
 
 
Papp = 3,25 x 10-6 cm/s  Papp = 4,46 x 10-6 cm/s 
Massatasapainoa ei määritetty, koska solukerrokset rikkoontuneet, tuloksia ei  
huomioitu! 
 
 
     LIITE 2 
Hydroklooritiatsidin kumulatiivinen solukerroksen läpäisy  
 
AP-BL 0,02 mg/ml  
 
  
 
Papp= 2,98 x 10-6 cm/s  Papp= 2,14 x 10-6 cm/s  
Massatasapaino = 89,7 %  Massatasapaino = 95,1 % 
 
 
 
 
Papp= 2,14 x 10-6 cm/s  Papp= 1,99 x 10-6 cm/s 
Massatasapaino = 113,3 %  Massatasapaino = 99,3 % 
 
 
 
 
Papp= 2,44 x 10-6 cm/s  Papp= 2,29 x 10-6 cm/s 
Massatasapaino = 101,0 %  Massatasapaino = 102,1 % 
 
Hydroklooritiatsidin kumulatiivinen solukerroksen läpäisy  LIITE 2 
BL-AP 0,02 mg/ml    
 
 
Papp = 3,05 x 10-6 cm/s  Papp = 3,82 x 10-6 cm/s 
Massatasapaino = 82,4 %  Massatasapaino = 94,7 % 
 
 
 
  
 
Papp = 4,58 x 10-6 cm/s  Papp = 5,35 x 10-6 cm/s 
Massatasapaino = 98,9 %  Massatasapaino = 98,2 % 
 
   
 
 
 
Papp = 3,05 x 10-6 cm/s  Papp = 3,82 x 10-6 cm/s 
Massatasapaino = 99,1 %  Massatasapaino = 96,4 % 
 
     LIITE 3 
Hydroklooritiatsidin kumulatiivinen solukerroksen läpäisy  
 
AP-BL  0,002 mg/ml  
 
 
Papp = 1,79 x 10-5 cm/s  Papp = 1,41 x 10-5 cm/s 
Massatasapaino = 119,4 %  Massatasapaino = 117,6 % 
 
 
 
Papp = 1,64 x 10-5cm/s  Papp = 1,49 x 10-5 cm/s 
Massatasapaino = 117,9 %  Massatasapaino = 119,7 % 
 
 
 
 
 
 
Papp = 1,56 x 10-5 cm/s  Papp = 1,64 x 10-5 cm/s 
Massatasapaino = 123,0 %  Massatasapaino = 116,0 % 
 
     LIITE 3 
Hydroklooritiatsidin kumulatiivinen solukerroksen läpäisy  
 
BL-AP  0,002 mg/ml  
 
  
 
HUOM! 60 min. pistettä ei huomioitu    HUOM! 180 min. pistettä ei huomioitu
Papp = 2,95 x 10-5 cm/s  Papp = 2,47 x 10-5 cm/s 
Massatasapaino = 101,3 %  Massatasapaino = 112,4 % 
 
 
 
 
Papp = 3,15 x 10-5 cm/s  Papp = 2,26 x 10-5 cm/s 
Massatasapaino = 110,9 %  Massatasapaino = 112,8 % 
 
      
 
 
 
Papp = 2,95 x 10-5 cm/s  Papp = 2,47 x 10-5 cm/s 
Massatasapaino = 118,0 %  Massatasapaino = 114,8 % 
 
     LIITE 4 
Lucifer Yellown kumulatiivinen solukerroksen läpäisy 
 
AP-BL 
 
 
Papp = 6,64 x 10-8 cm/s  Papp = 6,64 x 10-8  cm/s 
Massatasapaino = 91,2 %  Massatasapaino = 87,3 % 
 
 
 
  
 
Papp = 4,98 x 10-8 cm/s  Papp = 4,98 x 10-8 cm/s 
Massatasapaino = 96,5 %  Massatasapaino = 92,1 % 
 
 
 
 
 
Papp = 5,81 x 10-8 cm/s  Papp = 9,14 x 10-8 cm/s 
Massatasapaino = 87,4 %  Massatasapaino = 102,7 % 
 
 
     LIITE 4 
Lucifer Yellown kumulatiivinen solukerroksen läpäisy 
 
AP-BL 
 
 
 
Papp = 5,81 x 10-8 cm/s 
Massatasapaino = 99,5 % 
 
 
 
     LIITE 5 
Propranololin kumulatiivinen solukerroksen läpäisy 
 
AP-BL 
 
 
 
Papp = 3,41 x 10-5 cm/s  Papp = 3,83 x 10-5 cm/s 
Massatasapainoa ei määritetty,  Massatasapaino = 98,2 % 
koska loppunäyte epäonnistunut 
 
 
 
 
Papp = 3,61 x 10-5 cm/s 
Massatasapaino = 88,9 % 
      LIITE 6 
Lääkeaineiden kulkeutumiset EDTA käsittelyn jälkeen 
 
Hydroklooritiatsidi 0,2 mg/ml 
 
  
 
Papp = 1,74 x 10-6 cm/s  Papp = 4,37 x 10-6 cm/s 
Massatasapaino = 90,1 %  Massatasapaino = 89,0 %   
 
 
  
 
Papp = 1,86 x 10-6 cm/s  Papp = 4,40 x 10-6 cm/s 
Massatasapaino = 91,3 %  Massatasapainon määritys epäonnistunut 
 
 
 
 
 
 
     
 
 
 
 Propranololi 50 µM    LIITE 6 
 
  
 
Papp = 3,62 x 10-5 cm/s 
Massatasapaino = 98,9 % 
 
Papp = 2,87 x 10-5 cm/s 
Massatasapaino = 98,9 % 
 
 
      
 
 
Papp = 2,50 x 10-5 cm/s 
Massatasapaino = 82,0 % 
 
 
 
 Lucifer Yellow 250 µM    LIITE 6 
 
  
Papp = 1,27E-06 cm/s  Papp = 1,18E-06 cm/s 
Massatasapaino = 93,0 %  Massatasapaino= 91,6 % 
 
     
  
  
Papp = 1,05E-06 cm/s  Papp = 1,65E-06 cm/s 
Massatasapaino = 97,0 %  Massatasapaino = 88,5 % 
 
 
 
  
Papp = 8,59E-07 cm/s 
Massatasapaino = 85,6 % 
 
